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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano.” 
Isaac Newton  
 
 
RESUMO 
A hemoglobina humana (Hb) é a proteína heme presente nos eritrócitos. Quando 
há a diminuição dos valores de referência da Hb (Hb > 7g/dL) o indivíduo 
apresenta anemia (aguda ou crônica, a depender da causa a ser investigada). 
Desta forma, preconiza-se a terapia transfusional de concentrado de hemácias 
(CH). No Brasil, indivíduos heterozigotos da Hb S e Hb C, assintomáticos, são 
aceitos para admissão à doação de CH. Embora tais Hb variantes estejam 
descritas como funcionalmente normais, há poucos estudos que avaliam as 
propriedades funcionais detas Hbs. Assim, o objetivo deste trabalho foi a 
avaliação funcional das variantes Hb AS e Hb AC em relação à Hb nativa, Hb 
AA, extraídas de CH (Bolsas TAB contendo CPD/Sag-Manitol)  em diferentes 
períodos de armazenamento: 48h horas(D2– D3), 21 dias(D21 – D22) e 42 dias 
(D42- D43); tanto quanto submetidas a diferentes processos de desleucotização 
e/ou inativação de linfócitos: filtração (F), e filtração+irradiação (F+I), 
comparadas ao CH sem processamento e irradiação com raios  (I). Foram 
selecionados 7 doadores (Hemocentro da Unicamp) para coleta de bolsas de 
sangue Top-Bottom (CPD/SAGM) (3 Hb AA, 2 Hb AS e 2 Hb AC) e o CH total 
fracionado em quatro bolsas pediátricas para os referidos processos: filtração 
(D1) / irradiação com raios γ (D1) / filtração + irradiação (D1), comparadas aos 
controles (sem processamento). Os testes funcionais e bioquímicos da Hb foram 
realizados nos tempos de armazenamento D3, D22 e D43. Os estudos de função 
foram realizados pelo método espectrofotométricos-tonométricos com a Hb 
purificada por cromatografia de exclusão molecular (Sephadex 25G) e de troca 
iônica (Amberlite MB-3). A afinidade pelo oxigênio foi avaliada pela obtenção da 
p50 nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0 (Efeito Bohr) e pelo cálculo da Cooperatividade 
heme-heme (Constante de Hill - n), no estado purificado (stripped) e na presença 
de efetor alostérico hexafosfato de inositol (IHP, 1mM- mimético ao 2,3-BPG que 
reduz a afinidade da Hb pelo O2). Adicionalmente, parâmetros bioquímicos de 
qualidade do CH (2,3-BPG, ATP, taxa de hemólise, índices de gasometria com 
pH, osmolaridade, Na+, Cl-, glicose, lactato, pO2 e pCO2) também foram 
monitorados ao longo do tempo (D2, D21 e D42). A partir do conjunto de 
resultados aqui apresentados é possível apresentar alguns pontos ainda não 
descritos da função da Hb armazenada em CH (em bolsas TAB): tanto a Hb A 
 
 
quanto as variantes Hb S e Hb C (em heterozigose) armazenadas parecem 
sofrer alterações funcionais, principalmente de Efeito Bohr, sendo que a Hb C é 
a que mais sofre perda funcional (afinidade, cooperatividade heme-heme e Efeito 
Bohr) com o tempo de armazenamento, o que nos parece indicar que esta Hb 
variante também deva ser triada nos bancos de sangue. 
Palavras-chave: Concentrado de hemácias; Hb AS; Hb AC; estudo funcional 
da hemoglobina humana; transfusão de sangue.  
 
 
ABSTRACT 
 
Human hemoglobin (Hb) is the heme protein present in erythrocytes. When there 
is a decrease in the Hb reference values (Hb> 7g / dL), the patient has anemia 
(acute or chronic, depending on the cause to be investigated). Therefore, 
transfusion therapy of red blood cells (CH) is recommended. In Brazil, 
asymptomatic Hb S and Hb C heterozygous patients are accepted for admission 
to CH donation. Although such Hb variants are described as functionally normal, 
there are few studies that assess the functional properties of these Hbs. Thus, 
the aim of this work was the functional evaluation of the Hb AS and Hb AC 
variants in relation to the native Hb, Hb AA, extracted from CH (TAB bags 
containing CPD / Sag-Mannitol) in different storage periods: 48 hours (D2 – D3), 
21 days (D21 - D22) and 42 days (D42 - D43); as much as submitted to different 
processes of leukoreduction and / or inactivation: filtration (F), and filtration + 
irradiation (F + I), compared to CH without processing and irradiation with gamma 
(γ) rays (I). Seven donors (Hemocentro da Unicamp) were selected to collect 
Top-Bottom blood bags (CPD / SAGM) (3 Hb AA, 2 Hb AS and 2 Hb AC) and the 
total CH fractionated into four pediatric bags for the referred processes: filtration 
(D1) / irradiation with γ rays (D1) / filtration + irradiation (D1), compared to controls 
(without processing). The functional and biochemical tests of Hb were performed 
in storage times D3, D22 and D43. Function properties were performed using the 
spectrophotometric-tonometric method with Hb purified by molecular exclusion 
chromatography (Sephadex 25G) and ion exchange (Amberlite MB-3). Oxygen 
affinity was assessed by obtaining p50 at pH 6.5 - 7.0 - 7.5 - 8.0 (Bohr effect) and 
by calculating the heme-heme Cooperativity (Hill's constant - n), in the purified 
(stripped) and in the presence of allosteric effector inositol hexaphosphate (IHP, 
1mM-mimetic to 2,3-BPG which reduces the affinity of Hb for O2). In addition, CH 
biochemical quality parameters (2,3-BPG, ATP, hemolysis rate, blood gas such 
as pH, osmolarity, Na +, Cl-, glucose, lactate, pO2 and pCO2) were also monitored 
over time (D3, D22 and D43). From the results, it is possible to present some 
points not yet described of the function of Hb stored in CH (in TAB bags): both 
Hb A and the stored Hb S and Hb C variants (in heterozygosis) seem to undergo 
functional changes , mainly of Bohr Effect, being that Hb C is the one that suffers 
 
 
most functional loss (affinity, heme-heme cooperativity and Bohr Effect), which 
seems to indicate that this variant Hb should also be screened in blood banks. 
 
Keywords: Red blood cell concentrate; Hb AS; Hb AC; functional study of the 
human haemoglobin; blood transfusion. 
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1. Introdução 
1.1 Estrutura da Hemoglobina 
A hemoglobina (Hb) humana é a heme proteína tetramérica presente nos 
eritrócitos e que consiste da combinação de duas cadeias polipeptídicas do tipo 
alfa ( ou ) associadas a duas cadeias do tipo beta (, G A ou ) as quais 
estão ligadas a grupo prostético heme, um anel de protoporfirina IX que contém 
um átomo de ferro em sua forma ferrosa (Fe2+) na posição central do anel 
tetrapirrólico, sendo este o elemento responsável pela ligação reversível com o 
oxigênio (O2), o que confere à Hb a sua propriedade de transporte desta 
molécula dos pulmões aos tecidos (1-3) – Figura 1. 
 
 
Figura 1. Estrutura da Hb. Composta por quatro globinas (duas do tipo  e duas do tipo ), cada 
uma das cadeias globínicas está associada a um grupo prostético heme. Costa & Conran (4).  
As cadeias globínicas são codificadas pelos genes estão localizados em 
cromossomos distintos, sendo organizados em grupos ou clusters de genes. O 
cluster α está presente no braço curto do cromossomo 16 (16p13.3). O cluster β 
está presente no braço curto do cromossomo 11(11p15.5) (1, 5)- Figura 2. 
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Figura 2. Estrutura dos clusters dos genes de globina. A) Cluster α no cromossomo 16. As 
caixas roxas referem-se aos genes funcionais, enquanto as caixas laranjas e vermelhas 
representam pseudogenes e genes de função indeterminada, respectivamente. As setas em 
preto indicam o sentido de transcrição 5’→ 3’ B) Cluster β dos genes de globina no cromossomo 
11. As caixas roxas referem-se aos genes funcionais, enquanto a caixa vermelha representa o 
pseudogene. As setas indicam a região regulatória. Adaptado de Hoffbrand, Pettit & Moss (2) 
Os genes de globina são diferencialmente expressos de acordo com 
desenvolvimento, desde o período embrionário até o nascimento. No estágio 
embrionário, são produzidas as Hb Gower I (22), Gower II (22) e Portland I 
(22). No período fetal, estas são substituídas pela Hb Fetal (22) - Hb F , que 
por sua vez, dá lugar às hemoglobinas A ou A1 (22) e A2 (22) no adulto (1, 
2, 6-8)  (Figura 3).  
A) 
B) 
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Figura 3. Ontogenia das cadeias globínicas. No período fetal, é produzido o tetrâmero 22 , a 
Hb Fetal (Hb F), enquanto que no adulto a síntese de globina 2 é substituída por 2, que haverá 
de compor o a Hb A (2) A   (A2). Adaptado de Hoffbrand, Pettit & Moss (2). 
A Hb A está presente em 95% da Hb total do indivíduo adulto, enquanto 
que a Hb A2 pode chegar até 3,5% e a Hb F está presente em até 1% da Hb 
total do indivíduo adulto (1, 2, 6-8)  - Figura 3. 
1.2. Aspectos Funcionais da Hemoglobina 
A principal função da Hb é a de transportar o O2 dos pulmões para os 
tecidos periféricos. Tal  ligação Hb-O2 pode ser representada por gráfico 
sigmoidal de saturação por este ligante, cujo eixo X corresponde à pressão de 
O2 versus a saturação da Hb, medida por espectrofotometria em comprimentos 
de onda referentes às espécies oxi e desoxi-Hb (eixo Y) (9, 10)– Figura 4. A 
afinidade desta proteína por seu principal ligante é determinada pela p50, 
calculada à partir desta curva de equilíbrio, a qual determina a concentração 
necessária para saturar 50% dos sítios ativos heme ocupados pelo O2 (11, 12)– 
Figura 4. 
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Figura 4. Curva sigmoide da ligação Hb-O2. O aumento da concentração de íons H+ diminui a 
afinidade da Hb pelo O2, ou seja, é necessária maior pressão de O2 para saturação dos mesmos 
50% dos sítios ativos de Hb. Adaptado de Stryer (6) 
Assim sendo, a molécula de Hb apresenta duas conformações estáveis: 
a forma tensa (T), ou desoxi-Hb, com menor afinidade pelo O2 e a forma relaxada 
(R), ou oxi-Hb, com maior afinidade pelo O2 e, portanto, com os sítios ativos 
ocupados (9, 11, 13) 
Dentre os resíduos do heme pocket envolvidos na estabilidade de ligação 
Fe-O2 destaca-se as histidina proximal e histidina distal - Figura 5 (His proximal 
em azul ciano e His distal na cor roxa). Quando da referida ligação, o átomo de 
Fe2+ desloca-se do plano de simetria do heme, promovendo assim, o 
deslocamento das His e por conseguinte, do restante da cadeia globínica e, 
assim, do tetrâmero funcional, conforme representado na Figura 5 (6, 10, 11).  
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Figura 5. As histidinas proximais (azul) e distais (roxas) no heme pocket, nos estados T (desoxi) 
e R (oxi) da hemoglobina. O oxigênio (vermelho) está ligado ao Fe2+ (marrom) na conformação 
R da hemoglobina — figuras produzidas a partir de coordenadas do Protein Data Bank 1GZX e 
2DN1, usando o programa Visual Molecular Dynamics (software VMD). Os movimentos das 
cadeias globínicas estão representados no painel direito. Costa & Conran (4) 
Além do importante papel dos resíduos do heme pocket na estabilização 
da ligação com o O2, outra região também tem papel importante na transição T-
R. São as interfaces entre dímeros, ou seja:    , importantes regiões 
alostéricas que interferem e sofrem interferências diretas pela ligação do O2 no 
heme (10, 11)  . 
 Tais alterações conformacionais nas referidas regiões são conhecidas 
como efeitos alostéricos, os quais são classificados em interações alostéricas  
homotrópicas e heterotrópicas (3, 6, 13). 
 
1.2.1. Efeitos alostéricos homotrópicos: Cooperatividade Heme-
heme  
Interações alostéricas homotrópicas é compreendida pela facilitação do 
ligante com uma subunidade por meio de interações proteína-proteína. Deste 
modo, a cooperatividade heme-heme, é definida pela facilitação da subunidade 
heme se ligar a subunidade subsequente decorrente da interferência 
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promovida pelo grupamento heme na mudança conformacional da molécula de 
Hb (11, 12) 
A constante de Hill (n) representa numericamente a cooperatividade 
heme-heme. Deste modo, a constante n é calculada em logaritmo em função da 
seguinte equação (Figura 6):  
 
Onde, 
Y = valor de sítios heme ligados (varia de 0 até 1).  
1-Y= sítios heme não ligados  
p50= saturação parcial da Hb (mensurada em 50 % dos sítios heme 
ligados)  
Deste modo, n =1 a interação heme-heme não é cooperativa e n > 1 a 
cooperatividade heme- heme é positiva – Figura 6(12) 
 
Figura 6. Representação gráfica do cálculo da constante de Hill. A cooperatividade heme-
heme é calculada a partir da angulação da reta obtida do logarítmico da porcentagem de ligação 
Hb-O2 (eixo y) versus pO2 (eixo x) Hill (12). 
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1.2.1.1 Modelo de Simetria - MWC 
Monod, Wyman e Changeux (MWC) publicaram em 1965, duas formas 
estáveis da molécula de Hb: as formas T e R. Desse modo, na forma R a Hb 
teria maior afinidade pelo O2, em contrapartida a forma T teria menor afinidade 
ao ligante. MWC descrevem este fenômeno como um evento unitário, e não 
cadeia a cadeia (14, 15).  
Neste modelo de simetria, a cooperatividade estaria ligada a interações 
alostéricas sem que haja necessariamente a presença do O2, uma vez que as 
interações homotrópicas e heterotrópicas interfeririam no equilíbrio de ligação 
Hb-O2, através das modificações conformacionais estruturais de T a R, em 
evento de “tudo ou nada” -Figura 7 (14, 15).  
 
Figura 7. Representação do modelo MWC para a ligação Hb-O2. Representada em forma de 
círculo estado R, em forma de quadrado o estado T e Kt /Kr são constantes de ligação. Voet & 
Voet (16) 
1.2.1.2 Modelo Sequencial – Esquema de Adair e KNF 
Koshland, Nemethy e Filmer (KNF) publicaram em 1966 o modelo 
sequencial os quais se basearam na constante de Adair. Dessa forma, a 
transição T-R se dá de forma sequencial, globina a globina, portanto, 4 
constantes: K1, K2, K3 e K4 são relativas às 4 fases de oxigenação do tetrâmero 
de Hb. Deste modo, tal modelo também prevê que as subunidades globínicas 
interfiram na afinidade da subunidade subsequente, aumentando a afinidade 
deste pelo ligante- Figura 8 (15, 17). 
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Figura 8. Representação do modelo sequencial (KNF) para a ligação Hb-O2. Representada em 
forma de círculo estado R,em forma de quadrado o estado T e  K é uma constante de ligação. 
Voet & Voet (16) 
1.2.2. Efeitos Alostéricos Heterotrópicos 
Interações alostéricas heterotrópicas são interações que acontecem fora 
do grupamento heme, como H+,Cl- e CO2 , estes  podem alterar a estrutura 
conformacional da proteína (deslocando o equilíbrio T-R à T)  influenciando no 
equilíbrio de ligação da Hb pelo O2 (9, 11, 17) 
A ligação cooperativa entre a Hb e o O2 pode ser pela presença de íons 
H+, CO2 (Efeito Bohr), bem como por fosfatos orgânicos como 2,3-
Bifosfoglicerato (2,3-BPG), adenosina trisfosfato (ATP), através de efeitos 
alostéricos heterotrópicos (fora do sítio ativo heme) (3).  
 
1.2.2.1. Efeito Bohr 
O Efeito Bohr, descrito por Christian Bohr em 1904, descreve a redução 
da afinidade da Hb pelo O2 na presença de íons H+ bem como de moléculas 
dióxido de Carbono (CO2.), cuja reação em meio aquoso resulta na formação 
ácido carbônico (H2CO3). Desta forma, a afinidade de Hb pelo O2 em pHs mais 
ácidos é reduzida quando comparada a pHs alcalinos (9). 
1.2.2.2. Fosfatos orgânicos 
A presença de fosfatos orgânicos, como 2,3-BPG e ATP reduz a afinidade 
da Hb pelo O2 (9, 11, 17). 
O 2,3-BPG apresenta importante função para a liberação do O2 para os 
tecidos. Presente em elevadas concentrações nos eritrócitos, liga-se à Hb em 
sítio alostérico localizado entre o dímero 2 modificando conformacionalmente 
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a estrutura da Hb de modo que a estrutura da Hb tenda ao estado T e o O2 possa 
ser liberado para os tecidos – Figura 9 (9, 11, 17). 
Por se tratar de um fosfato orgânico importante na regulação do transporte 
de O2 pelo eritrócito, os níveis desse elemento estão amplamente relacionados 
as variações do pH. Uma vez que pHs ácidos (menor que 7,0) promovem a 
depleção dos níveis de 2,3- BPG e aumento da afinidade da Hb pelo O2. 
Enquanto que, em pHs alcalinos há a regeneração do 2,3-BPG diminuindo a 
afinidade da Hb pelo O2(18, 19). 
O armazenamento de bolsas de sangue promove depleção dos níveis de 
2,3- BPG, sendo necessário de 24 a 48 horas após a transfusão para que esse 
fosfato retorne os níveis normais. Sendo um fator limitante para a utilização de 
sangue armazenado por longo período em pacientes críticos que necessitam de 
entrega rápida de O2 (18). 
 
Figura 9. Bolsão heterotrópico para o 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) — das coordenadas do 
Protein Data Bank 1B86, usando o software Visual Molecular Dynamics (VMD). 2,3-BPG (roxo) 
em β1 (vermelho)/interface de β2 (laranja). Alguns dos resíduos importantes envolvidos neste 
bolsão alostérico são representados em vermelho (Hisβ2, Valβ1 e Lysβ82, da cadeia de β1) e 
laranja (Hisβ2, Lys β82 e Hisβ143, da cadeia de β2). Costa & Conran (4) 
 
b1 b2
Valb1
Hisb2
Lysb82 Hisb2
Lysb82
Hisb143
2,3-BPG
Valb1
Hisb2
Lysb82
Hisb2
Lysb82
Hisb143
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1.3. Hemoglobinopatias – Hemoglobinas variantes 
As hemoglobinopatias (Hbpatias) são alterações genéticas causadas por 
mutações nos genes de globinas, as quais podem ser classificadas em: 
alterações estruturais (que podem resultar na síntese de Hb variantes) e 
alterações no ritmo de síntese das cadeias globínicas – talassemias (20). Além 
destas, ainda há as Persistências Hereditárias da Hemoglobina Fetal (PHHF), 
mais benignas que as anteriores, e que resultam na produção da HbF na fase 
adulta. Entre as Hb variantes identificadas na população brasileira, as 
hemoglobinas S e C são as mais frequentes (21), cujos alelos estão 
respectivamente presentes entre  1,2 a 10,9%  (para S) e  0,15% a 7,4% (para 
C) da população afro-descendente brasileira, dependendo da região (28). 
1.3.1 Hemoglobina S  
A Hb S é resultante de mutação de ponto no códon 7 do gene da globina 
β (GAG → GTG), levando à substituição do ácido glutâmico por valina na posição 
6 da cadeia β da proteína madura (βGlu6Val).  
Por razões históricas, houve uma controvérsia na notação das bases 
nitrogenadas e resíduos componentes dos genes e cadeias globínicas da Hb. 
Isso porque, muito embora o códon ATG (start códon) resulte na tradução de 
metionina, na proteína madura de Hb, este resíduo é excisado. Desta forma, de 
acordo com a nomenclatura antiga, que considerava a proteína madura, a 
substituição βGlu6Val (da Hb S) ocorreria no sexto resíduo, e por conseguinte 
no sexto códon. No entanto,  a nomenclatura estabelecida pelo Human Genome 
Variant Society (HGVS), considera a sequência base do genoma a mutação da 
HbS no códon 7 do gene da globina β (22, 23)  
O resíduo valina, por sua característica apolar, favorece interações 
hidrofóbicas entre cadeias de globina adjacentes que ficam expostas quando a 
Hb está no estado desoxigenado. Assim, ocorre a formação do polímero de Hb 
S, que leva à saída de água da célula. Tal evento favorece a conformação em 
forma de foice (falciforme) do eritrócito (7, 24). 
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A polimerização da HbS no interior das hemácias ocasiona a conformação 
da célula em forma de foice. Dessa forma, a falcização da célula provoca lesões 
endoteliais desencadeando a vaso-oclusão e hemólise. (24, 25) - Figura 10.  
 
Figura 10. Fisiopatologia da doença falciforme. A substituição dos aminoácidos de ácido 
glutâmico → valina no sétimo códon do gene HBB (Glu7Val) leva à formação da HbS, que 
polimeriza em baixas tensões de O2. Os polímeros de HbS promovem a falcização das hemácias 
deformando à membrana das células ocasionando o evento da hemólise. O formato falcizado 
das células contribuem para o evento de vasooclusão no paciente.Steinberg (7) 
Indivíduos heterozigotos Hb AS (traço falciforme), são clinicamente 
normais com níveis de HbS entre 25 a 45% da Hb total (26, 27).  
A Hb S é uma variante estrutural predominante na população 
afrodescendentes. De acordo com o banco de dados das Nações Unidas   as 
perspectivas da população mundial de 2015- 2020 na África Subsaariana, 
aproximadamente 1 em 360 recém-nascidos tem doença falciforme. Enquanto 
que nos Estados Unidos foi identificado aproximadamente 1 em cada 1.941 
recém-nascidos. No Brasil, na região do Nordeste (Bahia), a frequência do alelo 
S é de aproximadamente 1 em 650 recém-nascidos, na região Sudeste (Rio de 
Janeiro) é 1 em 1.300 recém-nascidos que nascem com a doença falciforme. Já 
β7 
β7 Glu → Valine              
residue 
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na região Sul do país (Santa Catarina) é de aproximadamente 1 em 13.500 
nascidos - Figura 11 (28). 
 
Figura 11. Prevalência da Anemia Falciforme em diferentes países. Prevalência estimada de 
recém-nascidos com anemia falciforme por 100.000 nascimentos por país. Adaptado de Kato et 
al. (28)  
Devido à alta prevalência do alelo S na população e a ausência de 
sintomatologia relevante em heterozigotos simples, em condições normais, tais 
indivíduos são admitidos como doadores de sangue, muito embora esta Hb seja 
triada pelos bancos de sangue e a bolsa sofre manejo específico para fins 
transfusionados, não sendo convencionando-se o uso em pacientes pediátricos, 
idosos, com hemoglobinopatias, com neoplasias ou débito cardio-pulmonar (29) 
1.3.2 Hemoglobina C 
A Hb C é uma variante estrutural da Hb também decorrente da mutação 
de ponto no códon 7 do gene da globina β, resultando, a nível proteico, a 
substituição do sexto resíduo da  globina (na proteína madura) ácido glutâmico 
pela lisina (βGlu6Lys)(2, 20).  
A lisina por ser um aminoácido com carga altamente positiva e tendência 
à cristalização. Indivíduos heterozigotos são assintomáticos muito embora seja 
Prevalência estimada de 
recém-nascidos com anemia 
falciforme por 100.000 
nascimentos por país 
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possível visualizar células irregulares e em alvo, quando realizado esfregaço 
sanguíneo. Já indivíduos homozigotos podem apresentar anemia leve com 
inúmeras células-alvo e irregulares (Figura 12). A Interação com  ou + traço 
de talassemia resulta em anemia hemolítica leve à moderada (30-32).  
  
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Arranjos cristalinos da Hb C Adaptado de Canterino et. al, 
De acordo com os exames laboratoriais da Pesquisa Nacional de Saúde 
a prevalência do alelo mutante da Hb C, ocorre em 0,04% dos brasileiros (37), 
enquanto que as frequências alélicas de HbC ocorre em 15% das populações da 
África Ocidental (38). Hematologicamente, o heterozigoto desta variante possui 
aproximadamente 42% da Hb C (7) e é aceito como doador de sangue, não 
havendo, portanto, restrições específicas para a transfusão deste Concentrado 
de Hemácias (CH). 
1.4   Aspectos Relacionados à Hemoterapia e Bancos de Sangue  
1.4.1  Critérios para transfusão de sangue 
O sangue total (ST) é constituído por hemocomponentes 
eritrocitários,leucocitários, plasmáticos e plaquetários. Preconiza-se a terapia 
transfusional de eritrócitos (pela transfusão de concentrados de hemácias – CH) 
nos casos cujos  em que  níveis de Hb estejam abaixo de 7g/dL, por ocasião de 
anemia aguda ou crônica, para que os níveis de Hb e hematócrito sejam 
restabelecidas aos valores mínimos aceitáveis (mulheres: Hb =12,5g/dL ou Ht 
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=38%; e homens: Hb =13,0g/dL ou Ht =39%.). A transfusão de uma unidade de 
CH, em um indivíduo adulto, normalmente eleva o Ht em 3% enquanto que os 
níveis de Hb elevam-se em 1 g/dl. Pacientes que apresentam distúrbios de 
coagulação recebem transfusão de plasma. E os pacientes que apresentam o 
quadro clínico de plaquetopenias desencadeadas por falência medular recebem 
transfusão de concentrado de plaquetas (CP) (39-41). 
1.4.2  Critérios para captação de doadores 
Segundo as diretrizes da WHO (World Health Organization) para a 
seleção de doadores de sangue, recomenda-se que o doador: 
• tenha entre 18 e 60 anos de idade; 
• apresente níveis de Hb acima de 12,5 g/dL (homens) e 11,5 g/dL 
(mulheres); 
• tenha, no mínimo, 45 kg;  
• apresente pressão sistólica entre 100-140 mmHg e a diastólica entre 60‐
90 mmHg , e não faça uso de medicação anti-hipertensiva; 
• tenha temperatura corporal de até 37,5oC; 
• o pulso deve estar regular, não deve ser menor que 60 nem maior que 
100   batimentos por minuto 
• o doador deve respeitar o intervalo entre 3 a 4 meses para próxima 
doação. 
Entretanto, as diretrizes da WHO diferem do Ministério da Saúde no Brasil. 
Este recomenda-se que o doador: 
• tenha entre 16 anos completos e 69 anos, 11 meses e 29 dias.; 
• apresente níveis de Hb acima de 13,0 g/dL (homens) e 12,5 g/dL 
(mulheres); 
• tenha, no mínimo, 50 kg;  
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•  a pressão sistólica não deve ser maior que 180 mmHg e a pressão 
diastólica não deve ser maior que 100 mmHg  
• tenha temperatura corporal de até 37oC; 
• a frequência cardíaca não deve ser menor que 50 nem maior que 100 
batimentos por minuto.  
• o doador deve respeitar o intervalo entre 3 (homens) a 4 meses (mulheres) 
para próxima doação. 
O candidato não será aceito para fins de doação, se: 
• teve hepatite viral após os 10 anos de idade, doença de Chagas, Aids, 
sífilis recorrente, diabetes, doença renal crônica, malária (febre quartã), 
hanseníase, câncer, doença de Kreutzfeld-Jacob ou está infectada pelo 
HTLV I / II ( vírus que infecta células T humanas tipo I e II) ;  
• é hemofílica;  
• é alcoolista crônica; 
• é usuária de drogas injetáveis; tem hipertensão arterial grave ou 
moderada, dependente de medicação;  
• sofre de cardiopatias graves;  
• teve convulsão ou epilepsia após a infância;  
• possui comportamento de risco para Aids.    
O candidato estará temporariamente impedido de doar sangue se:  
• passou por cirurgia de grande porte nos últimos seis meses ou de 
pequeno ou médio porte nos últimos três meses;  
• está resfriada ou febril;  
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• é portadora de hipertensão arterial leve (na dependência da avaliação 
clínica); 
• está usando medicamentos de uso contínuo (a critério do médico);  
• fez tatuagem ou tratamento de acupuntura há menos de um ano;  
• está grávida ou amamentando;  
• ingeriu bebida alcoólica nas últimas 12 horas;  
• apresenta herpes labial em atividade;  
• está anêmica;  
• fez doação há menos de 60 dias (homem) ou 90 dias (mulher);  
• tomou vacina (os períodos de impedimento estão indicados na 
legislação vigente e variam de acordo com a vacina tomada); 
• recebeu transfusão de sangue ou derivados nos últimos 12 meses 
1.4.3  Sistema de bolsas para coleta de sangue 
O ST é coletado em sistema fechado e estéril, constituído por uma bolsa 
principal (bolsa ”mãe”) conectada a bolsa(s) satélite(s). Existem, no mercado, 
três sistemas de bolsas para a coleta de sangue para fins transfusionais, 
conforme demonstrado na Figura 6 (42, 43):  
• Sistema de bolsa dupla para transfusão de concentrado de hemácias (CH) 
e plasma rico em plaquetas (PRP); 
• Sistema de bolsa tripla para transfusão de CH, plasma e concentrado de 
plaquetas (CP) ou crioprecipitado (Crio) – fonte concentrada de algumas 
proteínas plasmáticas de alto peso molecular que são insolúveis a 
temperatura de 1°C a 6°C, como Fator von Willebrand, fibrinogenio, Fator 
XIII, fibronectina entre outros; 
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Bolsa dupla  
Bolsa tripla 
Bolsa quádrupla 
CH PRP 
CH Plasma 
CP  
Crio 
Crio 
CH Plasma CP 
• Sistema de bolsa quádrupla para transfusão de concentrado de hemácias 
(CH), plasma, concentrado de plaquetas (CP) e crioprecipitado (Crio).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Preparação de hemocomponentes em bolsas de sangue. As bolsas duplas são 
utilizadas para o fracionamento de concentrado de hemácidas (CH) e plasma tico em plaquetas 
(PRP). Para a produção do concentrado de plaquetas (CP) ou crioprecipitado (crio), são 
utilizadas as bolsas triplas (CH, plasma, CP ou crio). Utilizam-se as bolsas quádruplas para a 
produção de crioprecipitado (crio) (CH, plasma, CP e crio). Adaptado de Ministério da Saúde 
(29). 
 
1.4.4 Fracionamento dos hemocomponentes 
Com objetivo de transfundir CH para pacientes que apresentam níveis de 
Hb inferiores a 7 g/dl devido as anemias agudas e crônicas, primeiramente, o ST 
deve ser fracionado. Este pode ser dividido em dois métodos: 
a. Centrifugação em duas etapas  
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Primeiramente é realizado uma centrifugação leve (2.500rpm) do ST, para 
a obtenção do CH e o PRP. Em seguida, é realizado uma segunda centrifugação, 
entretanto em alta rotação (4.000rpm) do PRP para a extração do CP- Figura 14 
(42, 44, 45). 
Figura 14. Preparação de hemocomponentes e hemoderivados. Na primeira centrifugação as 
são fracionadas em CH e PRP. Na segunda centrifugação, em alta rotação, há o fracionamento 
do CP, plasma fresco congelado (PFC) e plasma de 24 horas (P24). O crioprecipitado é obtido a 
partir do descongelamento de uma unidade de PFC, sendo descartado o plasma sobrenadante 
e extraindo o precipitado de coloração branca. Adaptado de Ministério da Saúde (45) 
 
 
b. Extração do Buffy-coat (camada leucoplaquetária)  
A extração da camada leucoplaquetária, a partir da centrifugação 
refrigerada do ST é obtido o CH depletados, (CH pobre em leucócitos), plasma 
e camada leucoplaquetária (buffy coat). Pelo método semi-automatizado o 
plasma sobrenadante é transferido para uma bolsa-satélite pelo dispositivo 
localizado na parte superior (top) da bolsa e o CH é extraído pelo dispositivo 
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localizado na parte inferior (bottom) para outra bolsa-satélite. O buffy coat 
permanece na bolsa principal- Figura 15 (45, 46). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Preparação de hemocomponentes em bolsas de sangue Top and Bottom (TAB). O 
ST é centrifugado, ocorrendo a separação de CH depletados (CH pobre em leucócitos) plasma 
e camada leucoplaquetária (buffy coat) no interior da bolsa principal. Pelo método semi-
automatizado o plasma sobrenadante é transferido para uma bolsa-satélite pelo dispositivo 
localizado na parte superior (top) da bolsa e o CH é extraído pelo dispositivo localizado na parte 
inferior (bottom) para outra bolsa- satélite. O buffy coat (BC) permanece na bolsa principal. O 
sistema Camposampling (CS) é para a coleta de amostras de ST para análise laboratorial. 
Adaptado do manual Fresenius-Kabi CompoFlow (47) 
 
1.4.5 Bolsas de coleta de sangue 
1.4.5.1 Convencional (Standard) 
A bolsa Standard é fabricada a partir do material de policloreto de vinila 
(PVC), plastificado com Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP). Apresentam um lacre 
convencional que ocasionam que o ST ao ser fracionado para a produção dos 
BF 
CH 
Plasma 
CS 
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hemocomponentes apresentem uma maior contaminação de hemácias e 
leucócitos podendo chegar aproximadamente a 2x109 leucócitos/ unidade (42, 
43, 48). 
O sistema de bolsas Standard para coleta de sangue podem ser: duplas, 
triplas e quádruplas (42, 43, 47). 
As diretrizes da WHO indicam para a coleta de hemocomponentes em 
Bangladesh, localizado no continente Asiático, o ST é coletado em bolsas de 
sangue duplas ou triplas em solução anticoagulante CPDA (ácido cítrico, citrato 
de sódio, fosfato e dextrose) e CPDA-1 (citrato de sódio, fosfato, dextrose e 
adenina). Afim dos componentes poderem ser fracionados utilizando somente a 
centrífuga, uma vez que é um equipamento disponível na maioria dos 
departamentos de transfusões de sangue e faculdades de medicina (40). 
Diferentemente, das diretrizes da Europa, as bolsas de coleta de sangue do tipo 
dupla, são destinadas pacientes submetidos à aférese (48).  
1.4.5.2 Top and Bottom (TAB) 
A bolsa TAB também é fabricada a partir do material de policloreto de 
vinila (PVC), plastificado com Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP). Entretanto, o lacre 
convencional da bolsa Standard é substituído por um dispositivo automático e o 
ST ao ser centrifugado em CH pobre em leucócitos, plasma e buffy coat. Pelo 
método semi-automatizado, a bolsa mãe é colocada no equipamento separador 
de hemocomponentes e o dispositivo é aberto automaticamente para a produção 
do plasma sobrenadante pela parte superior (top) da bolsa e o CH pobre em 
leucócitos, é extraído pela parte inferior (bottom) da bolsa. E a camada 
leucoplaquetária permanece na bolsa principal.   
Diferentemente das bolsas de sangue Standard, o sistema TAB permite 
que os hemocomponentes apresentem uma baixa contaminação leucocitária 
(diminuição de aproximadamente 80% dos leucócitos) mantendo em torno de 2x 
107 a 108 leucócitos por unidade e um menor volume de plasma (49). 
O sistema de bolsas TAB para coleta de sangue podem ser: triplas ou 
quádruplas. 
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Na Europa o fracionamento dos hemocomponentes é realizado somente 
em bolsas TAB, ou seja, o CH apresenta menor quantidade de leucócitos e é 
armazenado em solução Sag-Manitol (Soro fisiológico, Adenina, Glicose e 
Manitol).  
1.4.6 Anticoagulantes  
Portanto, para prevenir as alterações morfológicas, estruturais, funcionais 
e evitar a proliferação bacteriana durante o armazenamento, são utilizadas 
soluções preservadoras e/ou aditivas para manter a viabilidade dos produtos 
sanguíneos estocados nos CH (42, 43). 
1.4.6.1  Soluções anticoagulantes preservadoras  
 As soluções conservadoras estão presentes na bolsa “mãe”, sendo 
constituídos por ácido cítrico, citrato de sódio, fosfato de sódio, dextrose e glicose 
(CPD e CPDA-1) e algumas soluções, como CPDA-1, podem conter adenina. 
Uma vez que o ácido cítrico, tem a função de aumentar a acidez da bolsa de 
sangue de 7,35 à 7,10, reduzindo a glicólise. Afinal, sem a adição de ácido 
cítrico, o sangue é muito alcalino à temperatura de armazenamento. O citrato 
liga-se ao cálcio para evitar a coagulação sanguínea. A glicose e a adenina são 
consumidos pelos eritrócitos para formação de trifosfato de adenosina (ATP) 
com a finalidade de manter a flexibilidade e transporte de moléculas na 
membrana celular (39, 45, 50). 
 O ST quando coletado em solução CPD permite o armazenamento de 
eritrócitos por um período de 21 dias. Enquanto que, quando coletado em CPDA-
1, esta tem o acréscimo de adenina e de 24% de dextrose, tendo assim validade 
de 35 dias a partir da coleta (45, 50, 51). 
1.4.6.2 Solução anticoagulante aditiva  
O Sag-Manitol (Soro fisiológico, Adenina, Glicose e Manitol) é uma solução 
aditiva presente nas bolsas satélites sendo utilizada para aumentar a vida útil e 
o armazenamento do CH por até 42 dias em 4°C ± 2°C. O manitol adicionado 
nessa solução tem um importante efeito na prevenção da hemólise (45, 50, 52). 
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1.4.7 Concentrado de Hemácias Modificado  
1.4.7.1 Desleucocitação 
A remoção de leucócitos é uma alternativa importante para a prevenção 
de doenças infecciosas sanguíneas. Uma vez que o ST presente em bolsas 
Standard contem aproximadamente 2x109 leucócitos/ unidade. As diretrizes da 
AABB (Advancing Transfusion and Cellular Therapies Worldwide) e FDA (Food 
and Drug Administration), recomendam que o hemocomponente quando 
desleucocitado pelo método de filtração, deve conter menos que 5x106 
leucócitos/ unidade. Entretanto, as diretrizes da CE (Council of Europe) define 
que a redução de leucócitos deve ser menor que 1x106 por unidade (39, 45, 49, 
53-56). 
A desleucocitação é realizada a fim de diminuir as reações transfusionais 
não hemolíticas febris, aloimunização por HLA, lesão pulmonar aguda 
relacionada à transfusão (TRALI) e previne a transmissão de vírus por 
citomegalovírus humano (CMV) (45, 57-61). 
1.4.7.2  Irradiação com raios gama () 
O procedimento de irradiação com raios gama tem a finalidade de inativar 
os linfócitos presente do CH. Este hemocomponente deve ser irradiado com 
raios gama na dose de, no mínimo, 2500cGy (25Gy), impedindo a replicação dos 
linfócitos para o desenvolvimento da doença do enxerto contra o hospedeiro 
associada à transfusão (DECH-AT) (45, 49, 57-61) 
Os componentes dos eritrócitos podem ser irradiados até 28 dias após a 
coleta. Entretanto, devem ser transfundidas até 14 dias após a irradiação (39, 
45). 
Segundo as diretrizes da AABB e WHO, as indicações para o recebimento 
dos hemocomponentes irradiados devem ser atribuídos aos pacientes que 
apresentarem: imunodeficiência grave; mulheres grávidas anti- CMV negativas; 
bebês prematuros de baixo peso; bebês que receberam transfusão intra-uterina 
e neonatos(40, 45). 
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1.4.8 Armazenamento 
As diretrizes da WHO, CE e do Ministério da Saúde do Brasil, recomendam 
que o CH deve ser armazenado em temperatura de +2oC à +6oC em função da 
validade do anticoagulante. Uma vez que hemocomponente é inserido no 
anticoagulante Sag-Manitol, o CH poderá permanecer estocado nessa 
temperatura por até 42 dias (44, 45, 49).  
Entretanto, durante o período de estocagem do CH em bancos de sangue, 
alterações morfológicas, estruturais e metabólicas podem incidir os eritrócitos, 
sendo conhecidas como lesões de armazenamento. As principais alterações 
morfológicas são, perda da morfologia do disco bicôncavo e formação de 
equizócitos (62).  
Devido ao grande consumo de glicose e produção de lactato, há acúmulo 
de íons H+, reduzindo o pH. A redução do pH favorece a depleção do 2,3-
bifosfoglicerato (2,3-BPG), diminuição de trifosfato de adenosina (ATP), que 
supostamente diminui a liberação de oxigênio da Hb nos tecidos, esta é a 
principal alteração funcional que acomete a Hb durante o período de estocagem 
(62-64).  
Assim, os marcadores bioquímicos utilizados para avaliar a eficiência dos 
eritrócitos armazenado nos bancos de sangue incluem, quantificações das 
concentrações de ATP, 2,3-BPG, taxa de hemólise, pH, níveis de glicose, lactato, 
sódio (Na+), osmolaridade e potássio (K+). Embora, os níveis de ATP e 2,3-BPG 
sejam esgotados dentro do padrão prazo de validade das bolsas de sangue 
armazenadas, estes são regenerados rapidamente in vivo (57, 65). 
 
2. Justificativa 
Estudos na literatura indicam que a estocagem de CH em bancos de sangue 
resulta em lesões de armazenamento no eritrócito, consistindo tanto em 
alterações morfológicas quanto estruturais e bioquímicas, que podem 
comprometer a qualidade da bolsa de sangue. Desta forma, bolsas TAB tem 
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apresentado maiores benefícios de uso, devido às suas vantagens de menor 
lesão celular e durabilidade, sendo amplamente utilizadas na Europa. Além 
disso, com o intuito de reduzir complicações pós-transfusionais, os processos 
filtração (para redução do buffy coat) e/ou irradiação com raios  (para inativação 
de linfócitos) são amplamente empregados.  
Apesar da grande preocupação quanto à qualidade do CH, em relação ao 
tempo de armazenamento da CH, principalmente após os processos de 
leucorredução, leucodepleção e inativação de linfócitos, pouco se sabe, do ponto 
de vista funcional das HbAS e HbAC em relação a HbAA se o armazenamento 
e processos de leucorredução podem eventualmente reduzir a capacidade 
funcional da Hb em CH armazenados em bancos de sangue. 
3. Objetivos  
3.1. Geral 
O presente trabalho objetiva avaliar eficiência funcional das variantes Hb 
AS e Hb AC em relação à Hb nativa, Hb AA, extraídas de CH (Bolsas TAB 
contendo CPD/Sag-Manitol)  em diferentes períodos de armazenamento: 48 
horas, 21 dias e 42 dias; tanto quanto submetidas a diferentes processos de 
desleucotização e/ou inativação de linfócitos: filtração (F), irradiação com 
raios  (I) e filtração + irradiação (F+I), comparadas ao CH sem 
processamento. 
3.2. Específico 
• Determinar e padronizar fluxograma de coleta da bolsa de sangue 
/ fracionamento e processamento das CHs TAB; 
• Determinar os valores de normalidade de função da Hb A 
(afinidade, Efeito Bohr e Cooperatividade heme-heme) 
armazenada em CH TAB; 
• Determinar análises bioquímicas referentes a parâmetros de 
controle de qualidade do CHs: 2,3-BPG, ATP, taxa de hemólise, 
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gasometria (Na+, Cl-, pH, lactato, glicose, osmolaridade, pO2 e 
pCO2); 
• Avaliar os parâmetros funcionais das Hb AS e AC, em relação ao 
controle (Hb AA), nos diferentes tempos (48 horas, 21 dias e 42 
dias) e processos: F, I, F+I, comparados ao CH TAB sem 
processamento. 
 
4.  Materiais e Métodos 
4.1. Preparação dos hemocomponentes  
Foram selecionados doadores de fenótipo AA (n=3), AS (n=2) e AC (n=2) 
no  Centro de Hematologia e Hemoterapia (Universidade Estadual de Campinas-
Unicamp, Brasil), segundo os critérios da AABB e CE para os critérios de 
inclusão e exclusão de doadores em bancos de sangue. 
Mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Estadual de Campinas - 
Unicamp, Brasil (CAAE: 72457517.7.0000.5404), o ST foi coletado em um 
sistema quádruplo de bolsas de sangue Top & Bottom  (Sistema Compoflow® 
Quadruple T&B, Fresenius Kabi- Bad Homburg, Alemanha) constituído de 
policloreto de vinila - PVC, plastificado com Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), na 
presença do anticoagulante CPD / SAGM. 
Cada ST foi centrifugado a 3500 rpm por 12 minutos a 20-24oC, com uma 
parada lenta de desaceleração 5 (Sorvall RC 3BP + TM, Thermo Scientific- 
Langenselbold Germany). Por um dispositivo semi-automatizado de 
processamento de sangue (CompoMat® G5, Fresenius Kabi- Oberursel, 
Alemanha) na parte inferior da bolsa principal foi produzido o CH, este foi lançado 
para a bolsa de satélite e depois foi fracionado em 4 bolsas de unidade pediátrica 
através de um dispositivo de conexão estéril (TSCD®-II ; Terumo Medical 
Corporation- Lakewood, EUA), sendo:  
52 
 
• 1 unidade pediátrica de CH foi leucodepletado por filtros constituídos por 
fibras de poliéster para utilização em bancada (BioR 01 PLUS BBS PF, 
Fresenius Kabi- Bad Homburg, Alemanha) - Fração Filtrada; 
• 1 unidade pediátrica de CH foi irradiado utilizando o equipamento de 
irradiação com uma fonte de 137Cs  para a emissão de raios  na dose de 
25 Gy (IBL 437C CIS Bio International® - Cedex, Paris) - Fração Irradiada; 
• 1 unidade pediátrica de CH foi leucopletado pelo filtro e também irradiado 
com equipamento de irradiação de raios  - Filtrada + Fração Irradiada 
• 1 unidade pediátrica de CH sem processamento 
As bolsas de sangue foram coletadas, processadas, fracionadas, filtradas 
e irradiadas no dia 1 (D1) e mantidas a 4°C para a realização das análises. As 
amostras foram extraídas após um período de 48 horas (D2), 21 dias (D21) e 42 
dias (D42) de armazenamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.1 Fluxograma de análises da Hb AA (n=3) e AC (n=2) 
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4.1.2 Fluxograma de análises para Hb AS (n=2)  
 
 
4.2 Função de Hb 
A Hb foi extraída das frações: Sem processamento, Filtrado, Irradiado e 
Filtrado + Irradiado e lavadas com solução salina a 0,9%. Em seguida foram 
lisadas com água deionizada e centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos para 
a separação do estroma. 
As amostras foram submetidas à purificação por cromatografia de 
exclusão molecular nos pH 8,2 e 6,5 utilizando o polímero Sephadex G-25® 
(Sigma-Aldrich - Missouri, EUA), em tampão Hepes 50mM (sal hidrato de sódio 
Hepes ≥ 99% - titulação, Sigma-Aldrich - Missouri, EUA). Uma segunda 
purificação foi realizada por cromatografia de troca iônica (Amberlite® MB-20, 
Sigma-Aldrich - Missouri, EUA) com água ultrapura. No final do processo, a Hb 
se encontra totalmente stripped com pH 7,0, aproximadamente. As amostras 
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55 
 
stripped foram quantificadas por espectrofotometria (espectrofotômetro DU® 
800, Beckman Coulter-Fullerton, EUA) a 540 nm, utilizando o coeficiente de 
extinção descrito por Winterbourn (66). 
 Uma vez que, o coeficiente de extinção varia de acordo com o pH e a 
temperatura, a oxi-HbA é representado pela equivalência da medida de 
absorbância de 13,8 correspondendo à concentração molar de 1mM de Hb em 
pH 7,0 a 20ºC (D3, D22, D43) 
A afinidade do O2 foi avaliada pelo método de espectrofotômetro 
tonométrico a 25oC, determinando a p50 em hemolisados stripped ([Hb] = 70 μM 
/ Heme), nos pHs de 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0 para os cálculos do efeito Bohr (D4-5, 
D23-24, D44-45) (3, 67, 68). 
O tonômetro é uma vidraria produzida com boro silicato (cubeta para leitura 
óptica) para o estudo de função da Hb, sendo composto por uma torneira, corpo 
e cubeta (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Tonômetro. Vidraria específica para o estudo funcional, composta por 
torneira, corpo e cubeta com o volume de 3ml para a leitura no espectrofotômetro. A 
torneira foi produzida com o material de polipropileno, o corpo é de vidro e a cubeta foi 
elaborada com boro silicato. 
 
 
 
 
 Torneira 
Corpo 
Cubeta 
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A quantificação da oxi-Hb inicial é quantificada por espectofotometria nos 
comprimentos de onda:  
• 541 e 576nm – refere-se ao valor de absorbância da oxi- Hb;  
• 560nm - refere-se ao valor da absorbância da desoxi-Hb;  
• 569nm – refere-se a ao valor igual ou próximo da absorbância, 
tanto para oxi quanto para a desoxi- Hb (ponto isosbéstico da Hb). 
• 630 e 690nm – refere-se absorbância de meta-hemoglobina. 
Primeiramente foi realizada a leitura da oxigenação inicial nos 
comprimentos de onda citados acima. Em seguida foi utilizado o gás de 
nitrogênio, como gás de arraste sendo responsável pela remoção do O2 ligado à 
Hb. Os experimentos foram realizados à 25ºC, em um banho maria, este 
responsável por homogeneizar as amostras por 10 minutos. 
Para efetiva desoxigenação da amostra foi realizado o cálculo proposto 
por Benesch (9), segundo a fórmula: 
Abs 555 
Abs 540 
 Em seguida, utilizou-se repetidas vezes uma seringa de vidro para a 
injeção de volumes no interior dos tonômetros. Em seguida foram inseridos no 
banho a 25ºC por 10 minutos para a homogeneização das amostras e 
submetidos a novas leituras no espectrofotômetro nos comprimentos de onda 
abordados anteriormente. Após a oxigenação total da amostra o sistema foi 
aberto para completa oxigenação da amostra. 
A atividade do efetor alostérico na ligação da Hb-O2 também foi testada, 
usando hexafosfato de inositol ([IHP] = 1mM), um composto mimético intra-
eritrocitário do 2,3-BPG, também testado sobre a faixa de pH descrita (6,5-8,0) 
nas mesmas condições citadas anteriormente (D6-7, D25-26, D46-47). 
Os eventos de cooperatividade (n, constante de Hill) e afinidade da proteína 
pelo O2 foram determinados em pHs distintos, para estudo de efeito Bohr.  
1,20 < 
 
≤ 1,24 
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4.2.1 Cálculos de p50 e Constante de Hill  
Os resultados espectrofotométricos foram então utilizados para obtenção 
do gráfico de Hill, no qual considerou-se o seguinte cálculo para obtenção de Y:  
Y= (AbsX- AbsD) / (Abso - AbsD)  
Sendo que:  
• AbsX= absorbâncias nos comprimentos de onda de 541, 576 e 560 em 
cada uma das adições de ar.  
• AbsD= absorbância nos comprimentos de onda de 541, 576 e 560, na 
desoxi-Hb;  
• Abso= absorbância na oxi-Hb inicial.  
Deste modo tem-se, em cada uma das adições de ar, que: 
 
 
 
 
O FCx é um fator de correção para cada uma das adições de ar e o 
FCdesoxi é um fator de correção para forma desoxigenada da hemoglobina. 
Deste modo considera-se que:  
FC=Abs569(adição de ar ou desoxi-Hb) - Abs569(oxi inicial)   
Os valores de pressão de oxigênio (pO2) obtidos em cada uma das 
adições de ar foram convertidos à partir dos volumes conhecidos de ar, através 
da seguinte equação: 
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Neste cálculo são considerados os seguintes parâmetros:  
• [O2] = Concentração percentual de oxigênio na atmosfera= 21%;  
• TB e TA = Temperatura do banho agitador de tonômetros e Temperatura 
ambiente;  
• PBC = Pressão barométrica corrigida;  
• PV = Pressão de vapor de água;  
• UR= Umidade relativa;  
• VI = Volume de ar injetado no tonômetro;  
• VA = Volume de amostra;  
• VT = Volume do tonômetro.  
Os cálculos de pO2 foram realizados através de programa computacional – 
Figura 17 (69) que resultaram na curva sigmoide de saturação Hb-O2, para a 
obtenção da p50. Entretanto para a precisão e sensibilidade do método a p50 foi 
apresentada em logaritmo: a partir de log (pO2) x log (Y/ 1-Y), considerando os 
parâmetros previamente citados (Figura 18). 
 
Figura 17. Programa para cálculo de pO2(69) 
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Figura 18. Duas formas de apresentação da curva de saturação Hb-O2 na forma 
sigmoidal  (A); e forma logarítmica (B). 
Deste modo, o valor de Log (p50) é obtido. 
A partir do gráfico em logaritmo a Constante de Hill é obtida através da 
variação, conforme a demonstrado na equação (Figura 19): 
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Figura 19. Exemplificação do intervalo de valores para cálculo da Constante de Hill. 
Em nenhum experimento, foi feita adição de cloreto de sódio (NaCl), o qual 
influenciaria na cooperatividade das cadeias globínicas tornando os valores dos 
coeficientes de Hill (n) menores. Deste modo, n =1 a interação heme-heme não 
é cooperativa e n > 1 a cooperatividade heme- heme é positiva. 
4.3 Análise Bioquímica  
4.3.1 Determinação da Concentração de 2,3-Bifosfoglicerato (2,3-
BPG) 
Os níveis de 2,3-Bifosfoglicerato (2,3-BPG) foram avaliados a partir do CH 
utilizando o kit comercial (2,3-Difosfoglicerato, Roche-Mannheim, Alemanha) de 
acordo com as instruções do fabricante. Todas as amostras foram 
desproteinizadas com ácido perclórico 0,6M gelado e em seguida centrifugadas 
5000 rpm por 10 minutos. A amostra foi neutralizada com carbonato de potássio 
(K2CO3) 2,5 M gelado em um banho de gelo durante 1 hora. Em seguida foram 
centrifugados a 2500 rpm durante 5 minutos para remoção do precipitado. Após 
desproteinizar e neutralizar as amostras, as concentrações de 2,3-BPG foram 
obtidas por espectrometria (espectrofotômetro DU® 800, Beckman Coulter-
Fullerton, EUA), nos comprimentos de onda de 334, 340 e 365 nm e os cálculos 
foram realizados de acordo com o fabricante (D2, D21,D42). 
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4.3.2 Determinação da Concentração de Adenosina Trifosfato 
(ATP) 
As concentrações de ATP foram determinadas pelo kit comercial (ATP 
Determination Kit, Invitrogen-Eugene, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante e quantificado por um equipamento de luminescência (GloMax® 20/20 
Luminometer, Promega Corporation- Madison, EUA) (D2, D21, D42). 
4.3.3 Taxa de Hemólise 
A taxa de hemólise foi mensurada pelo método espectrofotométrico de 
Harboe, de acordo com o procedimento descrito por Han, Serrano e Devine (70) 
(D2, D21,D42. E a taxa de hemólise foi calculada a partir dos parâmetros 
hematológicos utilizando a seguinte fórmula: 
Taxa de hemólise (%) = sobrenadante Hb (g / dL) x [100 - Hct (%)]                       
  Hb total (g / dL) 
* Hb - hemoglobina; Hct - Hematócrito 
4.3.4  Gases sanguíneos e outros parâmetros bioquímicos 
As amostras, Sem processamento, Filtrado, Irradiado e Filtrado + 
Irradiado foram aspiradas diretamente das unidades pediátricas de CH por uma 
seringa heparinizada (Pico50, Radiometer Medical ApS- Brønshøj, Dinamarca). 
E através do equipamento ABL 800 Flex (Radiometer Medical ApS, Brønshøj, 
Dinamarca) foram quantificados os níveis de: cloreto (cCl-), glicose (cGlu), 
lactato (cLac), sódio (cNa +), osmolaridade (mOsmc), pressão parcial de dióxido 
de carbono (pCO2), pressão parcial de oxigênio (pO2) e pH (D2, D21,D42). 
4.4   Controle microbiológico 
4.4.1 Teste de Hemocultura 
A hemocultura foi realizada após 42 dias de armazenamento. As amostras 
foram inoculadas em um frasco contendo meio não seletivo de soja-caseína 
digerida com resinas para neutralização de antimicrobianos (BACTEC Peds Plus 
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F, BD Diagnostic Systems Europa-Le Pont de Claix, França) e incubadas a 37°C 
por 7 dias (BD BACTEC FX TM) (D42). 
4.5 Cálculos de estudo funcional e Análise estatística 
4.5.1 Função da Hb 
Todos os dados de pO2 foram calculados através de programa 
computacional desenvolvido pelo Prof. Dr. Gustavo O. Bonilla Rodríguez, do 
Departamento de Química e Ciência Ambientais- IBILCE- UNESP- São José do 
Rio Preto. 
Todos os gráficos de Efeito Bohr e de variação do Coeficiente de 
Cooperatividade (pela Constante de Hill – n) foram efetuados utilizando o 
programa OriginPro 8.0 
4.5.2 Análise Bioquímica 
Todos os dados de 2,3-BPG foram calculados a partir das instruções do 
fabricante (2,3-Difosfoglicerato, Roche-Mannheim, Alemanha). Os cálculos de 
ATP também foram de acordo com as instruções do fabricante (ATP 
Determination Kit, Invitrogen-Eugene, EUA). Enquanto que, a taxa de hemólise 
foi calculada através do método de Harboe. 
Todos os gráficos da análise bioquímica foram efetuados utilizando o 
programa GraphPad Prism 5.01. 
5. Resultados e Discussão 
5.1  Estudos Funcionais 
5.1.1 Amostra Controle: Hb AA - Comparações entre Tempo de 
Armazenamento e Processo 
a. Coleta / Purificação da Hb em 48 horas (D2) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas TAB filtradas (F e F+I, 
contendo a Hb nativa – HbAA) resultaram em p50 aumentado nos pH ≤ 7, o que 
parece demonstrar, menor afinidade da Hb AA pelo O2 em relação às amostras 
sem processamento de leucodepleção (controle da bolsa F) ou irradiação 
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IHP 
Stripped 
(controle da bolsa F+I) (pH 6,5: [SPLog(p50)=0,64 (DP 0,10); FLog(p50)=0,74 (DP 
0,13); ILog(p50)=0,63 (DP 0,16); F+ILog(p50)=0,82 (DP 0,33)] e pH 7,0: 
[SPLog(p50)=0,54 (DP 0,13); FLog(p50)=0,55 (DP 0,06); ILog(p50)=0,46 (DP 0,14); 
F+ILog(p50)=0,58 (DP 0,06) - Figura 20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Efeito Bohr da HbAA. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 2 (48 horas) após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), 
Irradiação (indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento 
(indicado em cinza). 
 
IHP: A presença do efetor alostérico IHP nas amostras filtradas (F) 
resultaram em p50 aumentado em pH alcalino (8,0) comparada as amostras sem 
processamento, demonstrando menor afinidade da Hb pelo O2 (pH 8,0: 
[SPLog(p50) = 1,08 (DP 0,19); FLog(p50)=1,31 (DP 0,18)]) - Figura 20.  
E as amostras F+I com a adição de IHP resultaram em p50 diminuído em 
pH alcalino (8,0) comparada as amostras irradiadas, demonstrando maior 
afinidade da Hb pelo O2 (pH 8,0: [ILog(p50)=1,21 (DP 0,11); F+ILog(p50)=1,08 (DP 
0,18)]) - Figura 20.  
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 1. 
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b. Coleta / Purificação da Hb em 21 dias (D21) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas filtradas (contendo a 
Hb Nativa- Hb AA) em pH ≤ 7 parecem exibir o mesmo comportamento em 
relação às amostras sem processamento de leucodepleção (controle da bolsa F) 
(pH 6,5: [SPLog(p50)=0,62 (DP 0,06); FLog(p50)=0,62 (DP 0,01)] e pH 7,0: 
[SPLog(p50)=0,51 (DP 0,01); FLog(p50)=0,51 (DP 0,05)]) - Figura 21. 
Enquanto que as bolsas filtradas e irradiadas apresentam p50 aumentado 
em pH ≤ 7, o que parece demonstrar, menor afinidade da Hb AA pelo O2 em 
relação às amostras irradiadas (pH 6,5: [ILog(p50) =0,64 (DP 0,06); F+ILog(p50)=0,75 
(DP 0,18)] e pH 7,0: [ILog(p50) =0,48 (DP 0,05); F+ILog(p50)=0,65 (DP 0,10)]). No 
entanto, neste experimento não foi considerado o pH 8,0 devido ao alto desvio 
padrão apresentado pela amostra SP, impossibilitando a análise comparativa 
das amostras processadas à amostra SP  - Figura 21.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Efeito Bohr da HbAA. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 21 após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), Irradiação 
(indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento (indicado em 
cinza). 
IHP 
Stripped 
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IHP: A presença do efetor alostérico IHP nas amostras filtradas (F) 
exibiram p50 aumentado em pH ≤ 7,5 , o que parece demonstrar, menor 
afinidade da Hb AA pelo O2 em relação às amostras sem processamento de 
deleucotização (pH 6,5: [SPLog(p50) =1,72 (DP 0,02); FLog(p50)=1,80 (DP 0,07)] ; pH 
7,0: [SPLog(p50) =1,63 (DP 0,13); FLog(p50)=1,77 (DP 0,01)] e pH 7,5: 
[SPLog(p50)=1,46 (DP 0,14); FLog(p50)=1,57 (DP 0,10)]) - Figura 21. 
E as amostras F+I com IHP resultaram em p50 diminuído em e pH ≤ 7, o 
que parece demonstrar, maior afinidade da Hb AA pelo O2 em relação às 
amostras irradiadas (pH; 6,5: [ILog(p50) =1,90 (DP 0,14); F+ILog(p50)=1,76 (DP 0,12)] 
e pH 7,0: [ILog(p50) =1,69 (DP 0,22); F+ILog(p50)=1,67 (DP 0,11)]- Figura 21. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 1. 
c. Coleta/ Purificação da Hb em 42 dias (D42) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas filtradas (contendo Hb 
nativa- HbAA) demonstrou p50 aumentado independente do pH, o que parece 
demonstrar, menor afinidade da Hb AA pelo O2 em relação às amostras sem 
processamento de leucodepleção (pH 6,5: [SPLog(p50)=0,58 (DP 0,04); 
FLog(p50)=0,64 (DP 0,07)]; pH 7,0: [SPLog(p50)=0,39 (DP 0,20); FLog(p50)=0,55 (DP 
0,07)]; pH 7,5: [SPLog(p50)=0,30 (DP 0,05); FLog(p50)=0,41 (DP 0,08)] e pH 8,0: 
[SPLog(p50)=0,18 (DP 0,18); FLog(p50)=0,28 (DP 0,14)]) Figura 22.  
Enquanto que as bolsas F+I apresentaram um p50 diminuído no pH 6,5 o 
que parece demonstrar, maior afinidade da Hb AA pelo O2 em relação às 
amostras irradiadas (pH 6,5: [ILog(p50)=0,64 (DP 0,20); F+ILog(p50)=0,63 (DP 0,05)]) 
Figura 22. 
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Figura 22. Efeito Bohr da HbAA. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 42 após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), Irradiação 
(indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento ( indicado em 
cinza). 
IHP: Com a adição do IHP em bolsas filtradas resultou  p50 aumentado 
independente do pH, o que parece demonstrar, menor afinidade da Hb AA pelo 
O2 em relação às amostras sem processamento de leucodepleção (pH 6,5: 
[SPLog(p50)=1,84 (DP 0,10); FLog(p50)=1,85 (DP 0,12)]; pH 7,0: [SPLog(p50)=1,78 (DP 
0,12); FLog(p50)=1,85 (DP 0,13)]; pH 7,5 SPLog(p50)=1,67 (DP 0,19); FLog(p50)=1,75 
(DP 0,17)] e pH 8,0: [SPLog(p50)=1,32 (DP 0,12); FLog(p50)=1,30 (DP 0,32)]) Figura 
22.  
Em  bolsas F+I com IHP apresentaram p50 aumentado em pH alcalino 
comparado as amostras irradiadas, demonstrando menor afinidade da Hb pelo 
O2 (pH 7,5: [ILog(p50)=1,70 (DP 0,08); F+ILog(p50)=1,74 (DP 0,09)] e pH 8,0: 
[ILog(p50)=1,21 (DP 0,13); F+ILog(p50)=1,26 (DP 0,20)]) Figura 22. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 1. 
 
 
 
 
 
 
IHP 
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Tabela 1. Valores de p50 da HbAA (n=3) nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0 (nas condições de Hb 
stripped e sob a ação de IHP como efetor alostérico. Amostras avaliadas funcionalmente a partir 
das CHs TAB sem processamento adicional, bem como filtradas, irradiadas e 
filtradas+irradiadas, armazenadas nos tempos de 48 horas; 21 e 42 dias 
HbAA 
Dias de 
armazenamento 
  D2 D21 D42 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 0,64 ± 0,10 0,62 ± 0,06 0,58 ± 0,04 
7,0 0,54 ± 0,13 0,51 ± 0,01 0,39 ± 0,20 
7,5 0,33 ± 0,05 0,39 ± 0,07 0,30 ± 0,05 
8,0 0,23 ± 0,19 0,51 ± 0,35 0,18 ± 0,18 
IHP 
6,5 1,75 ± 0,11 1,72 ± 0,02 1,84 ± 0,10 
7,0 1,70 ± 0,02 1,63 ± 0,13 1,78 ± 0,12 
7,5 1,64 ± 0,06 1,46 ± 0,14 1,67 ± 0,19 
8,0 1,08 ± 0,19 1,05 ± 0,25 1,32 ± 0,12 
Filtrada 
Stripped 
6,5 0,74 ± 0,13 0,62 ± 0,01 0,64 ± 0,07 
7,0 0,55 ± 0,06 0,51 ± 0,05 0,55 ± 0,07 
7,5 0,37 ± 0,13 0,41 ± 0,10 0,41 ± 0,08 
8,0 0,12 ± 0,12 0,15 ± 0,06 0,28 ± 0,14 
IHP 
6,5 1,78 ± 0,05 1,80 ± 0,07 1,85 ± 0,12 
7,0 1,77 ± 0,03 1,77 ± 0,01 1,85 ± 0,13 
7,5 1,61 ± 0,10 1,57 ± 0,10 1,75 ± 0,17 
8,0 1,31 ± 0,18 1,12 ± 0,12 1,30 ± 0,32 
Irradiada 
Stripped 
6,5 0,63 ± 0,16 0,64 ± 0,06 0,64 ± 0,20 
7,0 0,46 ± 0,14 0,48 ± 0,05 0,44 ± 0,17 
7,5 0,38 ± 0,14 0,40 ± 0,13 0,35 ± 0,24 
8,0 0,17 ± 0,21 0,12 ± 0,03 0,15 ± 0,18 
IHP 
6,5 1,74 ± 0,07 1,90 ± 0,14 1,80 ± 0,16 
7,0 1,73 ± 0,13 1,69 ± 0,22 1,76 ± 0,15 
7,5 1,69 ± 0,05 1,47 ± 0,29 1,70 ± 0,08 
8,0 1,21 ± 0,11 1,12 ± 0,08 1,21 ± 0,13 
Filtrada e 
Irradiada 
Stripped 
6,5 0,82 ± 0,33 0,75 ± 0,18 0,63 ± 0,05 
7,0 0,58 ± 0,06 0,65 ± 0,10 0,49 ± 0,11 
7,5 0,40 ± 0,15 0,41 ± 0,04 0,39 ± 0,13 
8,0 0,12 ± 0,18 0,16 ± 0,10 0,22 ± 0,11 
IHP 
6,5 1,74 ± 0,19 1,76 ± 0,12 1,82 ± 0,17 
7,0 1,70 ± 0,14 1,67 ± 0,11 1,72 ± 0,15 
7,5 1,60 ± 0,04 1,48 ± 0,14 1,74 ± 0,09 
8,0 1,04 ± 0,22 1,06 ± 0,20 1,26 ± 0,20 
 
A cooperatividade heme-heme, nestas condições, na ausência e presença 
de interferência do efetor IHP, em todos os pHs, resultou em coeficientes n 
próximos a 1, o que parece, uma interação heme-heme não é cooperativa. 
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Como citado anteriormente, no D2 as medidas de p50 de hemolisado total 
purificado no pH 6,5, as bolsas TAB filtradas (F, F+I), indicaram menor afinidade 
da HbA pelo O2, as quais estão representadas por valores de p50 superiores aos 
controles (sem processamento de deleucotização e irradiação). Entretanto, além 
dos valores de p50, as constantes de Hill, que determinam a cooperatividade 
heme-heme foram menores (indicados em vermelhos), demonstrando que a 
filtração parece reduzir a cooperatividade heme-heme em pHs ácidos (6,5) 
Os valores de cooperatividade heme-heme estão sumarizados na Tabela 
2. 
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Tabela 2. Cooperatividade heme-heme (n) da HbAA. Ausência e presença do efetor alostérico 
IHP nos pHs 6,5 -7,0 - 7,5 - 8,0, nos dias 2 (48 horas); 21e 42 dias, após os processamentos de: 
Filtração, Irradiação, Filtração+Irradiação e Sem processamento. 
HbAA 
Dias de 
armazenamento 
  D3 D22 D43 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 1,26 ± 0,09 1,42 ± 0,25 1,44± 0,17 
7,0 1,53 ± 0,24 1,76 ± 0,27 1,69 ± 0,12 
7,5 1,82 ± 0,25 2,06 ± 0,24 1,62 ± 0,15 
8,0 1,79 ± 0,13 1,99 ± 0,11 1,72 ± 0,19 
IHP 
6,5 1,23 ±0,20 1,38 ± 0,08 1,38 ± 0,12 
7,0 1,43 ± 0,18 1,55 ± 0,13 1,46 ± 0,30 
7,5 1,52 ± 0,13 1,76 ± 0,22 1,52 ± 0,14 
8,0 2,23 ± 0,57 2,38 ± 0,45 1,89 ± 0,29 
Filtrada 
Stripped 
6,5 1,17 ± 0,19 1,42 ± 0,24 1,32 ± 0,24 
7,0 1,50 ± 0,24 1,83 ± 0,15 1,66 ± 0,21 
7,5 1,82 ± 0,34 2,07 ± 0,08 1,70 ± 0,11 
8,0 1,85 ± 0,30 2,05 ± 0,31 1,89 ± 0,28 
IHP 
6,5 1,25 ± 0,07 1,29 ± 0,09 1,24 ± 0,01 
7,0 1,37 ± 0,10 1,40 ± 0,01 1,51 ± 0,17 
7,5 1,54 ± 0,18 1,65 ± 0,11 1,40 ± 0,12 
8,0 1,80 ± 0,15 2,01 ± 0,20  1,88 ± 0,07 
Irradiada 
Stripped 
6,5 1,22 ± 0,09 1,51 ± 0,17 1,34 ± 0,31 
7,0 1,28 ± 0,14 1,78 ± 0,06 1,69 ± 0,09 
7,5 1,74 ± 0,17 1,87 ± 0,22 1,74 ± 0,29 
8,0 1,69 ± 0,12 1,77 ± 0,38 1,67 ± 0,16 
IHP 
6,5 1,29 ± 0,08 1,21 ± 0,09 1,32 ± 0,23 
7,0 1,31 ± 0,05 1,38 ± 0,21 1,59 ± 0,25  
7,5 1,60 ± 0,11 1,74 ± 0,35 1,42 ± 0,15 
8,0 1,91 ± 0,33 1,98 ± 0,04 1,94 ± 0,03 
Filtrada e 
Irradiada 
Stripped 
6,5 1,06 ± 0,31 1,46 ± 0,46 1,38 ± 0,17 
7,0 1,36 ± 0,05 1,75 ± 0,21 1,68 ± 0,14 
7,5 1,54 ± 0,20 1,92 ± 0,30 1,62 ± 0,09 
8,0 1,49 ± 0,51 1,73 ± 0,26 1,63 ± 0,09 
IHP 
6,5 1,40 ± 0,35 1,29 ± 0,12 1,23 ± 0,13 
7,0 1,37 ± 0,11 1,47 ± 0,08 1,42 ± 0,31 
7,5 1,61 ± 0,33 1,71 ± 0,27 1,40 ± 0,10 
8,0 1,75 ± 0,11 2,02 ± 0,42 1,96 ± 0,23 
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5.1.2 Amostra de Variante: Hb AS - Comparações entre Tempo de 
Armazenamento e Processo 
a. Coleta / Purificação da Hb em 48 horas (D2) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas TAB irradiadas 
(contendo Hb variante- HbAS) apresentaram  p50 diminuído no pH ácido (6,5) e 
em alcalino (8,0), o que parece demostrar, maior afinidade da Hb pelo O2 em 
relação à amostra sem processamento  de leucodepleção (pH 6,5: [SPLog(p50)= 
1,16 (DP 0,58); ILog(p50)=0,99 (DP 0,38)] e pH 8,0: [SPLog(p50)= 0,16 (DP 0,07); 
ILog(p50)=0,03 (DP 0,11)])- Figura 23. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Efeito Bohr da HbAS. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 2 (48 horas) após o processamento de Irradiação (indicado em rosa) e Sem 
processamento (indicado em cinza). 
 
IHP: Com a adição do efetor alostérico IHP, as amostras irradiadas 
apresentaram  p50 diminuído independente do pH o que parece demostrar, 
maior afinidade da Hb pelo O2 em relação à amostra sem processamento de 
deleucotização (pH 6,5: [SPLog(p50)=1,83 (DP 0,15); ILog(p50)=1,83 (DP 0,07)]; pH 
7,0 [SPLog(p50)=1,73 (DP 0,26); ILog(p50)=1,65 (DP 0,14)]; pH 7,5: [SPLog(p50)=1,47 
(DP 0,22); ILog(p50)=1,47 (DP 0,22)] e pH 8,0: [SPLog(p50)=1,12 (DP 0,12); 
ILog(p50)=1,09 (DP 0,22)])- Figura 23. 
IHP 
Stripped 
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Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 3. 
b. Coleta / Purificação da Hb em 21 dias (D21) de armazenamento da CH: 
Stripped: Valores p50 demonstraram que as bolsas TAB irradiadas ( 
contendo Hb variante, HbAS) apresentaram p50 aumentado nos pH ≤ 7, o que 
parece demostrar menor afinidade da Hb pelo O2 em relação à amostra sem 
processamento  de leucodepleção (pH 6,5: [SPLog(p50)=0,56 (DP 0,09); 
ILog(p50)=0,64 (DP 0,23)] e pH 7,0: [SPLog(p50)=0,49 (DP 0,19); ILog(p50)=0,56 (DP 
0,34)])- Figura 24. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Efeito Bohr da HbAS. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 21 após o processamento de Irradiação (indicado em rosa) e Sem 
processamento (indicado em cinza). 
IHP: Com a adição do efetor alostérico as bolsas irradiadas apresentaram 
p50 diminuído nos pH alcalino (8,0), o que parece demostrar maior afinidade da 
Hb pelo O2 em relação à amostra sem processamento de leucodepleção (pH 8,0: 
[SPLog(p50)=1,28 (DP 0,04); ILog(p50)=1,22 (DP 0,01)])- Figura 24. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 3. 
 
 
 
Stripped 
IHP 
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c. Coleta / Purificação da Hb em 42 dias (D42) de armazenamento da CH: 
Stripped: Valores p50 demonstraram que as bolsas TAB irradiadas 
(contendo Hb variante- HbAS) apresentaram p50 diminuído no pH ácido (6,5), o 
que parece demostrar maior afinidade da Hb pelo O2 em relação à amostra sem 
processamento  de leucodepleção (pH 6,5: [SPLog(p50)=0,73 (DP 0,35); 
ILog(p50)=0,63 (DP 0,13)]). Entretanto no em pH alcalino (8,0) as bolsas irradiadas 
demonstraram p50 aumentado, indicando menor afinidade da Hb pelo O2 em 
relação a bolsa sem processamento de deleucotização. (pH 8,0: [SPLog(p50) =0,12 
(DP 0,27); ILog(p50)=0,20 (DP 0,21)]). Podendo ser observado alterações de efeito 
Bohr. Figura 25. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efeito Bohr da HbAS. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 42 após o processamento de Irradiação (indicado em rosa) e Sem 
processamento (indicado em cinza). 
 
IHP: Com a adição do efetor alostérico bolsas irradiadas apresentaram 
p50 aumento no pH alcalino (8,0), o que parece demostrar menor afinidade da 
Hb pelo O2 em relação à amostra sem processamento de leucodepleção (pH 8,0: 
[SPLog(p50) =1,25 (DP 0,00); ILog(p50)=1,33 (DP 0,16)])- Figura 25. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 3. 
IHP 
Stripped 
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Tabela 3. Valores de p50 da HbAS (n=2) nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0 (nas condições de Hb 
stripped e sob a ação de IHP como efetor alostérico. Amostras avaliadas funcionalmente à 
partir das CHs TAB sem processamento adicional, bem como irradiadas, armazenadas nos 
tempos de 48 horas; 21 e 42 dias. 
 
A cooperatividade heme-heme, nestas condições, na ausência e presença 
de interferência do efetor IHP, em todos os pHs, resultou em coeficientes n 
próximos a 1, o que parece, uma interação heme-heme não é cooperativa.  
Como citado anteriormente, no D2 as medidas de p50 de hemolisado total 
purificado no pH 6,5, as bolsas TAB irradiadas, indicaram maior afinidade da 
HbAS pelo O2, as quais estão representadas por valores de p50 inferiores ao 
controle (sem processamento de deleucotização). Além disso, as constantes de 
Hill, que determinam a cooperatividade heme-heme foram menores (indicados 
em vermelho), demonstrando que a irradiação parece reduzir a cooperatividade 
heme-heme em pHs ácidos (6,5).  
Os valores de cooperatividade heme-heme estão sumarizados na Tabela 
4. 
HbAS 
Dias de 
armazenamento 
  D2 D21 D42 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 1,16 ± 0,58 0,56 ± 0,09 0,73 ± 0,35 
7,0 0,81 ± 0,38 0,49 ± 0,19 0,59 ± 0,38 
7,5 0,37 ± 0,05 0,34 ± 0,06 0,36 ± 0,37 
8,0 0,16 ± 0,07 0,07 ± 0,10 0,12 ± 0,27 
IHP 
6,5 1,83 ± 0,15 1,74 ± 0,06 1,67 ± 0,12 
7,0 1,73 ± 0,26 1,65 ± 0,18 1,71 ± 0,26 
7,5 1,47 ± 0,22 1,55 ± 0,15 1,63 ± 0,25 
8,0 1,12 ± 0,12 1,28 ± 0,04 1,25 ± 0,00 
Irradiada 
Stripped 
6,5 0,99 ± 0,38 0,64 ± 0,23 0,63 ± 0,13 
7,0 0,78 ± 0,36 0,56 ± 0,34 0,55 ± 0,44 
7,5 0,36 ± 0,09 0,31 ± 0,09 0,38 ± 0,22 
8,0 0,03 ± 0,11 0,05 ± 0,13 0,20 ± 0,21 
IHP 
6,5 1,83 ± 0,07 1,82 ± 0,04 1,73 ± 0,05 
7,0 1,65 ± 0,14 1,73 ± 0,20 1,79 ± 0,14 
7,5 1,47 ± 0,22 1,61 ± 0,10 1,66 ± 0,11 
8,0 1,09 ± 0,22 1,22 ± 0,01 1,33 ± 0,16 
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Tabela 4. Cooperatividade heme-heme (n) da HbAS. Ausência e presença do efetor alostérico 
IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0, nos dias 2 (48 horas); 21 dias e 42 dias, após o processamento 
de Irradiação e Sem processamento. 
 
 
5.1.3  Amostra de Variante: Hb AC - Comparações entre Tempo de 
Armazenamento e Processo 
a. Coleta / Purificação da Hb em 48 horas (D2) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas TAB filtradas (F e F+I, 
contendo a Hb variante – HbAC) exibiram p50 diminuído em pH ácido (6,5), o 
que parece demonstrar, maior afinidade da Hb AC pelo O2 em relação às 
amostras sem processamento de leucodepleção (controle da bolsa F) ou 
irradiação (controle da bolsa F+I)  (pH 6,5: [SPLog(p50)=0,74 (DP 0,21); 
FLog(p50)=0,58 (DP 0,01); ); ILog(p50)=0,72 (DP 0,21)]; F+ILog(p50)=0,51 (DP 0,09)])-
Figura 26. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 5. 
 
 
HbAS 
Dias de 
armazenamento 
  D3 D22 D43 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 1,09 ± 0,35 1,06 ± 0,06 1,29 ± 0,51 
7,0 1,29 ± 0,33 1,52 ± 0,35 1,24 ± 0,54 
7,5 1,60 ± 0,15 1,90 ± 0,06 1,42 ± 0,04 
8,0 2,23 ± 0,62 1,81 ± 0,25 1,69 ± 0,20 
IHP 
6,5 1,41 ± 0,09 1,47 ± 0,23 1,35 ± 0,17 
7,0 1,53 ± 0,15 1,62 ± 0,13 1,44 ± 0,14 
7,5 1,66 ± 0,05 1,62 ± 0,03 1,41 ± 0,12 
8,0 2,26 ± 0,04 1,96 ± 0,27 2,22 ± 0,08 
Irradiada 
Stripped 
6,5 1,02 ± 0,20 0,34 ± 1,06 1,21 ± 0,21 
7,0 1,22 ± 0,46 1,48 ± 0,56 1,19 ± 0,47 
7,5 1,74 ± 0,22 1,67 ± 0,19 1,50 ± 0,16 
8,0 2,08 ± 0,51 2,10 ± 0,01 1,82 ± 0,24 
IHP 
6,5 1,26 ± 0,14 1,39 ± 0,03 1,52 ± 0,21 
7,0 1,47 ± 0,20 1,37 ± 0,02 1,37 ± 0,01 
7,5 1,72 ± 0,08 1,47 ± 0,03 1,47 ± 0,02 
8,0 2,07 ± 0,12 1,74 ± 0,15 1,82 ± 0,21 
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Figura 26. Efeito Bohr da HbAC. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 2 (48 horas) após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), 
Irradiação (indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento 
(indicado em cinza). 
IHP: Com a adição do efetor alostérico bolsas filtradas (F e F+I) 
apresentaram p50 diminuído em pH alcalino (8,0), o que parece demonstrar, 
maior afinidade da Hb AC pelo O2 em relação às amostras sem processamento 
de leucodepleção ou irradiação. (pH 8,0: [SPLog(p50)=1,42 (DP 0,22); FLog(p50)=1,35 
(DP 0,19); ILog(p50)=1,36 (DP 0,06); F+ILog(p50)=1,29 (DP 0,35)])- Figura 26. 
b. Coleta / Purificação da Hb em 21 dias (D21) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas TAB filtradas (F e F+I, 
contendo a Hb variante – HbAC) apresentaram p50 aumentado em pH ácido 
(6,5) e alcalino (8,0), o que parece demonstrar, menor afinidade da Hb AC pelo 
O2 em relação às amostras sem processamento de leucodepleção e irradiação 
(pH 6,5: [SPLog(p50) =0,57 (DP 0,04); FLog(p50)=0,52 (DP 0,07), ILog(p50)=0,63 (DP 
0,13); F+ILog(p50)=0,63 (DP 0,18)] e pH 8,0: [SPLog(p50) =0,13 (DP 0,20); 
FLog(p50)=0,18 (DP 0,08), ILog(p50)=0,07 (DP 0,12); F+ILog(p50)=0,13 (DP 0,09)])- 
Figura 27. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 5. 
 
IHP 
Stripped 
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Figura 27. Efeito Bohr da HbAC. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 21 após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), Irradiação 
(indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento (indicado em 
cinza). 
IHP: Com a adição do IHP nas bolsas TAB filtradas, estas exibiram p50 
aumentado nos pH 7,5 ,o que parece demostrar, menor afinidade de Hb AC pelo 
O2 em relação as amostras sem processamento de leucodepleção (pH 7,5: 
[SPLog(p50) =1,56 (DP 0,18); FLog(p50)=1,69 (DP 0,06). Enquanto que, as bolsas 
TAB filtradas e irradiadas apresentaram p50 diminuído nos pH 7,5 ,o que parece 
demostrar, maior afinidade de Hb AC pelo O2 em relação ao controle - TAB 
irradiada- (ILog(p50)=1,70 (DP 0,12); F+ILog(p50)=1,59 (DP 0,09)])- Figura 27. 
c. Coleta / Purificação da Hb em 42 dias (D42) de armazenamento da CH: 
Stripped: Estudos de p50 apontaram que as bolsas TAB filtradas (F e F+I, 
contendo a Hb variante – HbAC) apresentaram p50 aumentado em pH ácido 
(6,5) e alcalino (8,0), o que parece demonstrar, menor afinidade da Hb AC pelo 
O2 em relação às amostras sem processamento de leucodepleção e irradiação 
(pH 6,5: [SPLog(p50)=0,59 (DP 0,08); FLog(p50)=0,74 (DP 0,27); ILog(p50)=0,61 (DP 
0,08); F+ILog(p50)=0,76 (DP 0,17)] e pH 8,0: [SPLog(p50)=0,16 (DP 0,08); 
FLog(p50)=0,36 (DP 0,00); ILog(p50)=0,18 (DP 0,15); F+ILog(p50)=0,23 (DP 0,16)]). 
(Figura 28). 
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Figura 28. Efeito Bohr da HbAC. Ausência e presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 
- 7,5 - 8,0, no dia 42 após os processamentos de: Filtração (indicado em ciano), Irradiação 
(indicado em rosa), Filtração+Irradiação (indicado em roxo) e Sem processamento (indicado em 
cinza). 
IHP: Com a adição do efetor alostérico bolsas filtradas (F e F+I) 
apresentaram p50 aumentado nos pHs ≤ 7 , o que parece demonstrar, menor 
afinidade da Hb AC pelo O2 em relação às amostras sem processamento de 
leucodepleção ou irradiação processamento (pH 6,5: [SPLog(p50)=1,73 (DP 0,02); 
FLog(p50)=1,83 (DP 0,03); ILog(p50)=1,78 (DP 0,01); F+ILog(p50)=1,83 (DP 0,01)] e pH 
7,0: [SPLog(p50)=1,72 (DP 0,03); FLog(p50)=1,75 (DP 0,14); ILog(p50)=1,79 (DP 0,09); 
F+ILog(p50)=1,80 (DP 0,01)])- Figura 28. 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 5. 
 
 
 
 
 
 
IHP 
Stripped 
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Tabela 5. Valores de p50 da HbAC (n=2) nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0 (nas condições de Hb 
stripped e sob a ação de IHP como efetor alostérico. Amostras avaliadas funcionalmente à partir 
das CHs TAB sem processamento adicional, bem como filtradas, irradiadas e 
filtradas+irradiadas, armazenadas nos tempos de 48 horas; 21 e 42 dias  
HbAC 
Dias de 
armazenamento 
  D2 D21 D42 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 0,74 ± 0,21 0,57 ± 0,04 0,59 ± 0,08 
7,0 0,47 ± 0,03 0,49 ± 0,15 0,56 ± 0,05 
7,5 0,29 ± 0,04 0,37 ± 0,19 0,34 ± 0,14 
8,0 0,08 ± 0,00 0,13 ± 0,20 0,16 ± 0,10 
IHP 
6,5 1,79 ± 0,06 1,73 ± 0,11 1,73 ± 0,02 
7,0 1,76 ± 0,10 1,64 ± 0,02 1,72 ± 0,03 
7,5 1,70 ± 0,06 1,56 ± 0,18 1,59 ± 0,05 
8,0 1,42 ± 0,22 1,21 ± 0,22 1,23 ± 0,13 
Filtrada 
Stripped 
6,5 0,58 ± 0,01 0,52 ± 0,07 0,74 ± 0,27 
7,0 0,52 ± 0,15 0,46 ± 0,13 0,46 ± 0,01 
7,5 0,37 ± 0,04 0,37 ± 0,25 0,31 ± 0,06 
8,0 0,11 ± 0,06 0,18 ± 0,08 0,36 ± 0,00 
IHP 
6,5 1,77 ± 0,09 1,71 ± 0,13 1,83 ± 0,03 
7,0 1,76 ± 0,16 1,73 ± 0,03 1,75 ± 0,14 
7,5 1,66 ± 0,08 1,69 ± 0,06 1,61 ± 0,05 
8,0 1,35 ± 0,19 1,26 ± 0,13 1,20 ± 0,26 
Irradiada 
Stripped 
6,5 0,72 ± 0,21 0,63 ± 0,13 0,61 ± 0,08 
7,0 0,55 ± 0,17 0,46 ± 0,10 0,46 ± 0,03 
7,5 0,40 ± 0,08 0,35 ± 0,23 0,35 ± 0,05 
8,0 0,11 ± 0,02 0,07 ± 0,12 0,18 ± 0,15 
IHP 
6,5 1,79 ± 0,05 1,76 ± 0,07 1,78 ± 0,01 
7,0 1,75 ± 0,12 1,71 ± 0,03 1,79 ± 0,09 
7,5 1,72 ± 0,03 1,70 ± 0,12 1,64 ± 0,07 
8,0 1,36 ± 0,06 1,35 ± 0,18 1,23 ± 0,08 
Filtrada e 
Irradiada 
Stripped 
6,5 0,51 ± 0,09 0,63 ± 0,18 0,76 ± 0,17 
7,0 0,43 ± 0,23 0,48 ± 0,17 0,55 ± 0,08 
7,5 0,26 ± 0,07 0,38 ± 0,16 0,38 ± 0,03 
8,0 0,09 ± 0,10 0,13 ± 0,09 0,23 ± 0,16 
IHP 
6,5 1,65 ± 0,25 1,75 ± 0,05 1,83 ± 0,01 
7,0 1,67 ± 0,24 1,68 ± 0,08 1,80 ± 0,01 
7,5 1,49 ± 0,18 1,59 ± 0,09 1,56 ± 0,05 
8,0 1,29 ± 0,35 1,30 ± 0,05 1,23 ± 0,01 
A cooperatividade heme-heme, nestas condições, na ausência e presença 
de interferência do efetor IHP, em todos os pHs, resultou em coeficientes n 
próximos a 1, o que parece, uma interação heme-heme não é cooperativa.  
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As constantes de Hill em CH contendo Hb C, em heterozigose, parecem 
demonstrar que a cooperatividade heme-heme é reduzida nos pHs 6,5 e 7,0 
(indicados em vermelho) independentemente do tempo de armazenamento e 
processo utilizado, seja de deleucotização e/ou irradiação   
Os valores de cooperatividade heme-heme estão sumarizados na Tabela 
6. 
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Tabela 6. Cooperatividade heme-heme (n) da HbAC. Ausência e presença do efetor alostérico 
IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0, nos dias 2(48 horas); 21e 42 dias, após os processamentos de: 
Filtração, Irradiação, Filtração+ Irradiação e Sem processamento. 
HbAC 
Dias de 
armazenamento 
  D3 D22 D43 
Sem 
processamento 
Stripped 
6,5 1,15 ± 0,11 1,33 ± 0,01 1,43 ± 0,02 
7,0 1,56 ± 0,08 1,67 ± 0,16 1,64 ± 0,18 
7,5 1,85 ± 0,03 1,64 ± 0,14 1,82 ± 0,15 
8,0 1,78 ± 0,24 1,76 ± 0,25 1,78 ± 0,27 
IHP 
6,5 1,30 ± 0,02 1,32 ± 0,10 1,33 ± 0,06 
7,0 1,49 ± 0,03 1,25 ± 0,07 1,31 ± 0,03 
7,5 1,38 ± 0,15 1,53 ± 0,07 1,53 ± 0,28 
8,0 1,76 ± 0,09 1,99 ± 0,02 1,76 ± 0,42 
Filtrada 
Stripped 
6,5 1,31 ± 0,07 1,30 ± 0,41 1,12 ± 0,22 
7,0 1,57 ± 0,13 1,63 ± 0,03 1,90 ± 0,25 
7,5 1,86 ± 0,09 1,69 ± 0,32 1,70 ± 0,08 
8,0 1,77 ± 0,16 1,76 ± 0,05 1,62 ± 0,29 
IHP 
6,5 1,34 ± 0,18 1,29 ± 0,15 1,33 ± 0,01 
7,0 1,66 ± 0,33 1,35 ± 0,13 1,34 ± 0,04 
7,5 1,59 ± 0,03 1,47 ± 0,13 1,63 ± 0,17 
8,0 1,85 ± 0,13 2,00 ± 0,20 1,61 ± 0,23 
Irradiada 
Stripped 
6,5 1,27 ± 0,06 1,34 ± 0,46 1,55 ± 0,27 
7,0 1,70 ± 0,04 1,55 ± 0,51 1,86 ± 0,18 
7,5 1,73 ± 0,12 1,73 ± 0,25 1,70 ± 0,23 
8,0 1,75 ± 0,05 1,73 ± 0,06 1,75 ± 0,08 
IHP 
6,5 1,23 ± 0,02 1,27 ±0,12 1,31 ± 0,02 
7,0 1,38 ± 0,03 1,26 ± 0,22 1,29 ± 0,03 
7,5 1,53 ± 0,19 1,33 ± 0,08 1,40 ± 0,07 
8,0 1,76 ± 0,00 1,87 ± 0,16 1,75 ± 0,33 
Filtrada e 
Irradiada 
Stripped 
6,5 1,54 ± 0,28 1,43 ± 0,33 1,38 ± 0,31 
7,0 1,55 ± 0,32 1,67 ± 0,09 1,50 ± 0,03 
7,5 1,82 ± 0,10 1,66 ± 0,18 1,59 ± 0,03 
8,0 1,65 ± 0,14 1,94 ± 0,28 1,44 ± 0,52 
IHP 
6,5 1,53 ± 0,35 1,40 ± 0,20 1,25 ± 0,07 
7,0 1,41 ± 0,02 1.33 ± 0,27 1,03 ± 0,03 
7,5 1,73 ± 0,01 1,50 ± 0,14 1,52 ± 0,16 
8,0 1,71 ± 0,01 2,10 ± 0,29 1,86 ± 0,11 
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5.1.4 Análise Comparativa da Função da Hbs em relação ao Tempo de 
Armazenamento de CH 
5.1.4.1 Comparações entre HbAS em relação a HbA e Tempo de 
Armazenamento 
a. 48 horas (D2): O hemolisado total purificado (stripped) contendo HbAS 
sem processamento e irradiada (SP, I) parecem apresentar menor afinidade nos 
pHs ≤ 7.  Quando adicionado o efetor alostérico IHP à HbAS-SP demonstraram 
menor afinidade no pH alcalino (8,0). Porém a HbAS irradiada apresentou maior 
afinidade em pHs ≥ 7 (Figura 29 a, 29b).  
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 7. 
 
 
 
 
 
Figura 29. Afinidade da HbAS em relação a HbAA em 48 horas (D2). Ausência e presença 
do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5- 8,0 – Efeito Bohr, em amostras: Sem 
processamento (a) e após o processamento de Irradiação (b) 
b.  21 dias (D21): O hemolisado total purificado (stripped) contendo 
HbAS-SP parecem demonstrar maior afinidade independente do pH (Figura 
30a). Entretanto a HbAS irradiada parecer exibir maior afinidade em pHs ≥ 7,5 
(Figura 30b). Com a adição do efetor alostérico as bolsas HbAS-SP exibiram 
menor afinidade durante o período de armazenamento (Figura 30a), enquanto 
que a HbAS irradiada rparecer revelar menor afinidade nos pHs ≥ 7,0 (Figura 
30b). 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 7. 
 
IHP 
Stripped 
(b) 
IHP 
Stripped 
(a) 
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 Figura 30. Afinidade da HbAS em relação a HbAA em 21 dias (D21). Ausência e presença do 
efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5- 8,0 – Efeito Bohr, em amostras: Sem processamento 
(a) e após o processamento de Irradiação (b) 
c. 42 dias (D42): O hemolisado total purificado (stripped) contendo HbAS-
SP parecem demonstrar menor afinidade nos pH ≤ 7,5 (Figura 31a), porém 
quando irradiada parecem exibir menor afinidade em pH ≥ 7,0 (Figura 31b). Com 
a adição do efetor alostérico IHP a HbAS-SP parecer revelar maior afinidade 
durante o período de armazenamento (Figura 31a), porém a HbAS irradiada 
parece apresentar menor afinidade no pH 8,0 (Figura 31b). 
 Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Afinidade da HbAS em relação a HbAA em 42 dias (D42). Ausência e presença do 
efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5- 8,0 – Efeito Bohr, em amostras: Sem processamento 
(a) e após o processamento de Irradiação (b) 
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5.1.4.2 Comparações entre HbAC em relação a HbA e Tempo de 
Armazenamento 
a. 48 horas (D2): O hemolisado total purificado (stripped)contendo 
HbAC- SP parece apresentar maior afinidade nos pHs ≥ 7,0 (Figura 32a). 
Enquanto que nas bolsas que continham HbAC filtradas parecem apresentar 
uma afinidade maior nos pHs ≤ 7,0 (Figura 32b). Nas bolsas HbAC irradiadas 
parecem apresentar menor afinidade nos pH ≤ 7,0 (Figura 32c).  Já as amostras 
de bolsas de sangue HbAC que foram filtradas+irradiadas parecem exibir maior 
afinidade independente do pH (Figura 32d). Quando adicionado o efetor 
alostérico IHP, a HbAC- SP e irradiada parecem demonstrar menor afinidade 
independente do pH (Figura 32a, 32c). Porém a HbAC filtrada parece apresentar 
menor afinidade em pHs ≥ 7,5 (Figura 32b). Enquanto que a HbAC 
filtrada+irradiada parece revelar maior afinidade em pHs ≤ 7,5 (Figura 32d). 
Os valores de p50 estão sumarizados na Tabela 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Afinidade da HbAS e HbAC em relação a HbAA em 48 horas (D2). Ausência e 
presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5 - 7,0 - 7,5 - 8,0– Efeito Bohr, em amostras: 
Sem processamento (a) e após os processamentos de: Filtração (b), Irradiação (c) e 
Filtração+Irradiação (d). 
(a) 
IHP 
Stripped 
(b) 
Stripped 
IHP 
(d) 
Stripped 
IHP 
(c) 
IHP 
Stripped 
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b.  21 dias (D21): O hemolisado total purificado (stripped) contendo 
HbAC- SP e irradiadas (I e F+I) parecem revelar maior afinidade independente 
do pH (Figuras 33a, 33c e 33d), sendo somente as bolsas HbAC filtrada que 
parecem apresentar maior afinidade nos pHs ≤ 7,5. Com a adição do efetor 
alostérico IHP as bolsas HbAC-SP parecem exibir menor afinidade neste período 
de armazenamento. Enquanto que a HbAC filtradas (F e F+I) parecem revelar 
menor afinidade nos pHs ≥ 7,0 (Figuras 33a, 33b, 33d). Já a bolsa HbAC 
irradiada parece apresentar maior afinidade nos pH ≥ 7,0 (Figuras 33c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Afinidade da HbAS e HbAC em relação a HbAA em 21dias (D21). Ausência e 
presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5-7,0-7,5-8,0– Efeito Bohr, em amostras: Sem 
processamento (a) e após os processamentos de: Filtração (b), Irradiação (c) e 
Filtração+Irradiação (d). 
 
c.  42 dias (D42): O hemolisado total purificado (stripped) contendo 
HbAC-SP e filtradas+irradiadas parecem apresentar menor afinidade nos 
pHs ≤ 7,5 (Figura 34a e 34d). Enquanto que amostras HbAC somente 
filtradas e somente irradiadas parecem indicar menor afinidade no pH 
alcalino (8,0) - Figura 34b e 34c. Quando adicionado o efetor alostérico IHP 
as bolsas HbAC- SP e somente filtradas parecem exibir maior afinidade 
(c) 
Stripped 
IHP 
IHP 
Stripped 
(b) (a) 
Stripped 
IHP 
Stripped 
IHP 
(d) 
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durante todo o período de armazenamento (Figura 34a, 34b) Enquanto as 
bolsas HbAC irradiadas (I e F+I) parecem apresentar maior afinidade 
aumentada em pH 7,0 (Figuras 34c, 34d). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Afinidade da HbAS e HbAC em relação a HbAA em 42 dias (D42). Ausência e 
presença do efetor alostérico IHP nos pHs 6,5-7,0-7,5-8,0– Efeito Bohr, em amostras: Sem 
processamento (a) e após os processamentos de: Filtração (b), Irradiação (c) e 
Filtração+Irradiação (d). 
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86 
 
Tabela 7. Valores de p50 da HbAS e HbAC em relação a HbAA nos períodos de 48 horas (D2), 21 dias (21D) e 42 dias (42D).  Ausência e presença do 
efetor alostérico IHP nos pHs 6,5-7,0-7,5-8,0 em amostras: Sem processamento (a) e após os processamentos de: Filtração (b), Irradiação (c) e 
Filtração+Irradiação (d). 
 
Dias das 
purificações da Hb  
D2 D21 D42 
   AA AS AC AA AS AC AA AS AC 
SP 
Stripped 
6,5 0,64±0,10 1,16±0,58 0,74±0,21 0,62±0,06 0,56±0,09 0,57±0,04 0,58±0,04 0,73±0,35 0,5 ±0,08 
7,0 0,54±0,13 0,81± 0,38 0,47± 0,03 0,51±0,01 0,49± 0,19 0,49 ± 0,15 0,39± 0,20 0,59± 0,38 0,56 ± 0,05 
7,5 0,33±0,05 0,37±0,05 0,29±0,04 0,39± 0,07 0,34± 0,06 0,37 ± 0,19 0,30±0,05 0,36±0,37 0,34 ± 0,14 
8,0 0,23±0,19 0,16±0,07 0,08 ± 0,00 0,51±0,35 0,07±0,10 0,13 ± 0,20 0,18±0,18 0,12±0,27 0,16 ± 0,10 
IHP 
6,5 1,75 ± 0,11 1.83± 0,15 1,79 ± 0,06 1,72± 0,02 1.74± 0,06 1,73 ± 0,11 1,84± 0,10 1.67± 0,12 1,73 ± 0,02 
7,0 1,70 ± 0,02 1,73± 0,26 1,76 ± 0,10 1,63± 0,13 1,65± 0,18 1,64 ± 0,02 1,78± 0,12 1,71± 0,26 1,72 ± 0,03 
7,5 1,64 ± 0,06 1,47± 0,22 1,70 ± 0,06 1,46± 0,14 1,55± 0,15 1,56 ± 0,18 1,67± 0,19 1,63± 0,25 1,59 ± 0,05 
8,0 1,08 ± 0,19 1,12± 0,12 1,42 ± 0,22 1,05± 0,25 1,28± 0,04 1,21 ± 0,22 1,32± 0,12 1,25± 0,00 1,23 ± 0,13 
 
 
F 
 
 
 
 
 
 
Stripped 
 
6,5 0,74 ± 0,13 - 0,58 ± 0,01 0,62± 0,01 - 0,52 ± 0,07 0,64± 0,07 - 0,74 ± 0,27 
7,0 0,55 ± 0,06 - 0,52 ± 0,15 0,51± 0,05 - 0,46 ± 0,13 0,55± 0,07 - 0,46 ± 0,01 
7,5 0,37 ± 0,13 - 0,37 ± 0,04 0,41± 0,10 - 0,37 ± 0,25 0,41 ± 0,08 - 0,31 ± 0,06 
8,0 0,12 ± 0,12 - 0,11 ± 0,06 0,15± 0,06 - 0,18 ± 0,08 0,28± 0,14 - 0,36 ± 0,00 
 
 
IHP 
6,5 1,78 ±0,05 - 1,77 ± 0,09 1,80± 0,07 - 1,71 ± 0,13 1,85 ± 0,12 - 1,83 ± 0,03 
7,0 1,77 ± 0,03 - 1,76 ± 0,16 1,77± 0,01 - 1,73 ± 0,03 1,85 ± 0,13 - 1,75 ± 0,14 
7,5 1,61 ± 0,10 - 1,66 ± 0,08 1,57± 0,10 - 1,69 ± 0,06 1,75± 0,17 - 1,61 ± 0,05 
8,0 1,31 ± 0,18  1,35 ± 0,19 1,12± 0,12  1,26 ± 0,13 1,30± 0,32  1,20 ± 0,26 
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I 
Stripped 
6,5 0,63 ± 0,16 0,99± 0,38 0,72 ± 0,21 0,64± 0,06 0,64± 0,23 0,63 ± 0,13 0,64± 0,20 0,63± 0,13 0,61 ± 0,08 
7,0 0,46 ± 0,14 0,78± 0,36 0,55 ± 0,17 0,48± 0,05 0,56± 0,34 0,46 ± 0,10 0,44± 0,17 0,55± 0,44 0,46 ± 0,03 
7,5 0,38 ± 0,14 0,36± 0,09 0,40 ± 0,08 0,40± 0,13 0,31± 0,09 0,35 ± 0,23 0,35± 0,24 0,38± 0,22 0,35 ± 0,05 
8,0 0,17 ± 0,21 0,03± 0,11 0,11 ± 0,02 0,12± 0,03 0,05± 0,13 0,07 ± 0,12 0,15± 0,18 0,20± 0,21 0,18 ± 0,15 
IHP 
6,5 1,74 ± 0,07 1.83± 0,07 1,79 ± 0,05 1,90± 0,14 1.82± 0,04 1,76 ± 0,07 1,80±0,16 1.73± 0,05 1,78 ± 0,01 
7,0 1,73 ± 0,13 1,65± 0,14 1,75 ± 0,12 1,69± 0,22 1,73± 0,20 1,71 ± 0,03 1,76± 0,15 1,79± 0,14 1,79 ± 0,09 
7,5 1,69 ± 0,05 1,47± 0,22 1,72 ± 0,03 1,47± 0,29 1,61± 0,10 1,70 ± 0,12 1,70± 0,08 1,66± 0,11 1,64 ± 0,07 
8,0 1,21 ± 0,11 1,09± 0,22 1,36 ± 0,06 1,12± 0,08 1,22± 0,01 1,35 ± 0,18 1,21± 0,13 1,33± 0,16 1,23 ± 0,08 
 
F+I 
Stripped 
6,5 0,82 ± 0,33 - 0,51 ± 0,09 0,75± 0,18 - 0,63 ± 0,18 0,63± 0,05 - 0,76 ± 0,17 
7,0 0,58 ± 0,06 - 0,43 ± 0,23 0,65± 0,10 - 0,48 ± 0,17 0,49± 0,11 - 0,55 ± 0,08 
7,5 0,40 ± 0,15 - 0,26 ± 0,07 0,41 ±0,04 - 0,38 ± 0,16 0,39± 0,13 - 0,38 ± 0,03 
8,0 0,12 ± 0,18 - 0,09 ± 0,10 0,16± 0,10 - 0,13 ± 0,09 0,22± 0,11 - 0,23 ± 0,16 
IHP 
6,5 1,74 ± 0,19 - 1,65 ± 0,25 1,76± 0,12 - 1,75 ± 0,05 1,82± 0,17 - 1,83 ± 0,01 
7,0 1,70 ± 0,14 - 1,67±0,24 1,67± 0,11 - 1,68 ± 0,08 1,72± 0,15 - 1,80 ± 0,01 
7,5 1,60 ± 0,04 - 1,49±0,18 1,48 ±0,14 - 1,59 ± 0,09 1,74± 0,09 - 1,56 ± 0,05 
8,0 1,04 ± 0,22 - 1,29±0,35 1,06± 0,20 - 1,30 ± 0,05 1,26± 0,20 - 1,23 ± 0,01 
 
 
 
 
88 
 
5.2 Análise Bioquímica 
5.2.1 .  2,3-BPG 
 Os resultados de 2,3-BPG indicam que os processos de filtração e 
irradiação realizados em CH- HbAA, a princípio diminuem as concentrações de 
2,3- BPG (D2), porém ao longo do período de armazenamento apresentam uma 
tendência a estabilizar os níveis de 2,3-BPG em relação a amostra SP (D42). 
Porém na HbAS irradiadas (D2) os níveis de 2,3-BPG é duas vezes maior do que 
as amostras sem processamento.  E nas bolsas que continham HbAC os 
processos de filtração (F, F+I) parece ter mantido os níveis desse fosfato orgânico 
em relação as amostras SP (D2, D41).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Quantificação da concentração de 2,3-BPG. Níveis de 2,3-BPG em CH- HbAA 
(a) em relação a HbAS (b) e HbAC (c) nos dias D2 (48 horas), D21 e D42 após os 
processamentos de: Filtração, Irradiação e Filtração+Irradiação e sem processamento. 
 
Apesar do armazenamento promover depleção dos níveis de 2,3-BPG, os 
eritrócitos retornam a síntese normal de 2,3-BPG, sendo necessárias 24 a 48 
(b) 
(c) 
(a) Hb AA Hb AS 
Hb AC 
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horas após a transfusão para que ele se normalize. Contudo, este é um fator 
limitante para a utilização de sangue armazenado por longo período em pacientes 
críticos que necessitam de entrega rápida de O2(18).  
Nossos resultados corroboram com os estudos de Ould Amar e 
colaboradores (1978), uma vez em CH- HbAS e CH-HbAC apresentaram maiores 
níveis de 2,3-BPG em relação ao CH- HbAA. 
5.2.2 ATP 
Os níveis de ATP em CH- AA mostram que os processos de filtração e 
irradiação (F, I e F+I) indicam uma tendência a diminuição dos níveis de ATP no 
final do armazenamento (D42) em relação às amostras sem processamento. 
Porém no CH- AS e AC indicam que independente do processo utilizado, parece 
haver menor de consumo de ATP em D21 em relação ao D2 e D42. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Quantificação da concentração de ATP. Níveis de ATP em CH- HbAA (a) em 
relação a HbAS (b) e HbAC (c) nos dias D2 (48 horas), D21 e D42 após os processamentos 
de: Filtração, Irradiação e Filtração+Irradiação e sem processamento 
 
(c) Hb AC 
(b) Hb AS 
(a) 
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Estudos na literatura relatam que o aumento da concentração de íons H+ 
em bolsas de sangue durante o período de armazenamento, inativam as enzimas 
que participam da via glicolítica para produzir energia para a célula. Desta forma 
há maior consumo de ATP para suprir a necessidade de energia do eritrócito (62, 
71). 
Nossos resultados corroboram com os estudos de Ould Amar e 
colaboradores (1978), uma vez em CH- HbAS e CH-HbAC apresentaram maiores 
níveis de ATP em reação ao CH- HbAA. 
5.2.3 pH 
Em relação ao pH os CH- AA, AS e AC apresentaram o mesmo 
comportamento independente do processo utilizado, seja de leucodepleção e/ou 
irradiação. Desta forma o CH se tornou mais ácido ao longo do armazenamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Gasometria: Determinação do pH. Níveis de pH em CH- HbAA (a) em relação a HbAS 
(b) e HbAC (c) nos dias D2 (48 horas), D21 e D42 após os processamentos de: Filtração, Irradiação 
e Filtração+Irradiação e sem processamento 
 
(c) Hb AC 
(b) Hb AS 
(a) Hb AA 
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Estudos na literatura indicam que o acúmulo de íons H+ durante o período 
de armazenamento é devido ao metabolismo anaeróbico dos eritrócitos (50, 71). 
5.2.4 Hemólise 
Em relação a hemólise, os resultados indicam que independente de Hb 
nativa ou variante de Hb os processos de deleucotização e irradiação com raios 
 influenciaram na taxa de hemólise, pois os CH somente irradiado apresentou 
maior taxa de hemólise e o somente filtrado indicou menor taxa de hemólise.   
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Porcentagem (%) de hemólise. Níveis de hemólise em CH- HbAA (a) em relação 
a HbAS (b) e HbAC (c) nos dias D2 (48 horas), D21 e D42 após os processamentos de: 
Filtração, Irradiação e Filtração+Irradiação e sem processamento. 
 
 
Saini et al relatou que bolsas quádruplas com o anticogulante Sag-manitol 
apresenta menos de 39% de hemólise comparado as amostras não filtradas. 
Desta forma, o processo de filtração antes do armazenamento, conserva a 
morfologia do eritrócito e diminui a taxa de hemólise(72). Enquanto que a 
irradiação  está associada a metabolização dos eritrócitos após 10 dias de 
Hb AA (b) Hb AS 
Hb AC 
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armazenamento, desta forma há deteriorações na membrana e 
consequentemente há o aumento das proporções de equinócitos, esferócitos e 
hemólise(55, 60, 73, 74). 
 
5.2.5 Íons Sódio (Na+), Cloreto (Cl-) e Osmolaridade 
Os níveis dos íons Na+ e Cl- e osmolaridade em CHs- AA, AS e AC 
diminuíram durante o armazenamento. Entretanto as amostras filtradas (AA e AC) 
apresentaram maiores níveis de Na+, Cl- e osmolaridade enquanto as irradiadas 
menores níveis de Na+, Cl- e osmolaridade (AA, AS e AC) em relação as demais 
amostras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) Hb AA 
(b) 
Hb AS 
(c) Hb AC 
(d) 
Hb AA 
(e) 
Hb AS 
(f) Hb AC 
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Figura 39. Gasometria: Determinação da concentração de íons Na+,Cl- e osmolaridade. Níveis dos 
íons de Na+ em CH-HbAA (a) em relação a HbAS (b) e HbAC (c), íons Cl- em CH-HbAA (d) em 
relação a HbAS (e) e HbAC (f) e osmolaridade em CH-HbAA (g) em relação a HbAS (h) e HbAC 
(i), nos dias D2 (48 horas), D21 e D42 após os processamentos de: Filtração, Irradiação e 
Filtração+Irradiação e sem processamento. 
 
Xu e colaboradores encontraram que a irradiação com raios  pode causar 
mudanças significativas nas concentrações de íons Na+, K+ e Cl- no plasma, bem 
como alterações na morfologia dos eritrócitos, mostrando que após a irradiação, 
as concentrações de Na+ mudam devido a alterações significativas nas 
concentrações de eletrólitos(74). Corroborando com esses achados, os resultados 
aqui apresentados demonstram que o perfil diferencial de Na+ e osmolaridade nas 
frações irradiadas (I e F+I), pode confirmar a diminuição da permeabilidade aos 
íons e mais fragilidade osmótica nos eritrócitos irradiado.  
 
5.2.6 Glicose e lactato 
 Os resultados de gasometria referente ao consumo de glicose e produção 
de lactato estão associados ao maior consumo de glicose e produção de lactato 
nos CHs- AA, AS e AC durante o armazenamento. Particularmente em amostras 
(g) Hb AA 
(h) Hb AS 
(i) Hb AC 
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irradiadas (I e F+I) que apresentaram maior consumo de glicose e produção de 
lactato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Gasometria: Determinação da concentração de glicose e lactato. Consumo de glicose 
e produção de lactato em CH-HbAA (a) em relação a HbAS (b) e HbAC (c) nos dias D2 (48 horas), 
D21 e D42 após os processamentos de: Filtração, Irradiação e Filtração+Irradiação e sem 
processamento. 
 
A glicose é o substrato utilizado para produção de energia através da via 
glicolítica, sendo que no início do período de armazenamento observa-se elevada 
concentração decorrente da presença de glicose na solução anticoagulante. 
Entretanto, os níveis deste carboidrato tendem a diminuir durante o 
armazenamento, devido à sua utilização como fonte energética para produção de 
ATP e lactato (50, 71).  
 
5.2.7 Gases O2 e CO2 
Os resultados de gasometria referente a pressão de O2 e CO2 em CHs- AA, 
AS e AC mostram que houve um aumento da pO2 e diminuição de pCO2 durante 
(a) Hb AA (b) Hb AS 
Hb AC 
(c) 
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o armazenamento. E as amostras irradiadas (I e F+I) apresentaram maiores pO2 
(D21). Já a somente filtrada e somente irradiada apresentaram maiores pCO2 
(D2), porém independente do processamento houve um aumento expressivo de 
pCO2 em 21 dias. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Gasometria: Determinação da pressão de oxigênio (pO2) e dióxido de carbono 
(CO2). Níveis de pO2 em CH-HbAA (a) em relação a HbAS (b) e HbAC (c)  e dióxido de 
carbono (CO2) em CH-HbAA (d) em relação a HbAS (e) e HbAC (f)  nos dias D2 (48 horas), 
D21 e D42 após os processamentos de: Filtração, Irradiação e Filtração+Irradiação e sem 
processamento 
(c) Hb AC 
(a) 
Hb AA 
(b) Hb AS 
(d) Hb AA 
(e) Hb AS 
(f) Hb AC 
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O aumento de pO2 durante o tempo de armazenamento também podem 
ser encontrados, confirmando achados anteriores, que podem estar diretamente 
relacionados à produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (75, 76) 
O aumento do pCO2 no dia 21 pode estar associado a ação tampão do 
ácido lático neutralizante de bicarbonato. Este evento já foi descrito durante as 
primeiras 4 semanas de armazenamento. Após esse período e como 
consequência da diminuição da taxa metabólica, o pCO2 diminui abaixo dos níveis 
iniciais(77). 
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Tabela 8. Análise bioquímica da HbAA em relação a HbAS e HbAC nos períodos de 48 horas (D2), 21 dias (21D) e 42 dias (42D).  Resultados das 
concentrações de fosfatos orgânicos (2,3-BPG e ATP), pH, hemólise, de íons Na+ e Cl-, osmolaridade, glicose, lactato pO2 e pCO2 em amostras: Sem 
processamento e após os processamentos de: Filtração, Irradiação (c) e Filtração+Irradiação. 
Dias de 
armazenamento 
 
D2 D21 D42 
  AA AS AC AA AS AC AA AS AC 
2,3-BPG 
(mmol/l Hb) 
Sem 
processamento 
0,3± 0,7 -0,48±0,53 2,34±1,55 1,1± 0,4 0,18± 0,25 -1,02± 0,30 0,3± 0,1 -0,26± 0,84 1,81± 0,04 
Filtrada -0,7± 0,0  2,76± 2,02 1,1± 1,2  -0,25± 0,22 0,3± 0,2  1,72± 0,90 
Irradiada -0,5± 1,0 0,77± 0,66 0,43± 2,14 1,8± 2,4 -0,10± 0,16 -0,93± 0,25 0,2± 0,1 0,08± 1,04 0,83± 0,59 
Filtrada e 
Irradiada 
-0,9± 0,5  2,0± 0,77 0,4± 0,1  -0,13±0,16 0,2± 0,1  2,83± 1,13 
ATP 
(µmol/µl) 
Sem 
processamento 
513,9±317,2 242,4±32,1 410,8± 8,4 395,9±150,4 419,4± 381,3 659,6±203,6 380,8±227,2 190,6±135,3 219,8±42,6 
Filtrada 578,2±427,4  458,6± 2,0 400,2±157,7  707,9±411,8 167,9±152,8  263,2±81,8 
Irradiada 529,2±347,9 237,0±1,5 386,1±83,2 381,4±133,7 459,8±449,6± 638,1±268,0 181,9±132,6 187,9±149,7 225,9±58,5 
Filtrada e 
Irradiada 
464,6±320,8  439,7±29,3 390,9±161,5  613,3±258,7 203,7± 93,1  267,0±48,5 
pH 
Sem 
processamento 
7,0± 0,0 7,1± 0,0 7,0± 0,1 6,7± 0,1 6,6± 0,0 6,7±0,1 6,5± 0,1 6,4± 0,1 6,4± 0,0 
Filtrada 7,0± 0,0  7,0± 0,1 6,7± 0,1  6,7±0,2 6,5± 0,1  6,4± 0,0 
Irradiada 7,0± 0,0 7,1± 0,0 7,0± 0,1 6,7± 0,1 6,7± 0,0 6,7±0,1 6,4± 0,1 6,4± 0,1 6,4± 0,1 
Filtrada e 
Irradiada 
7,0± 0,0  7,0± 0,1 6,7± 0,1  6,6±0,1 6,4± 0,1  6,4± 0,1 
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Dias de 
armazenamento 
 
D2 D21 D42 
  AA AS AC AA AS AC AA AS AC 
Hemólise 
(%) 
Sem 
processamento 
1,26±1,21 1,37±1,65 1,09± 0,0 3,02± 1,05 
1,92± 
2,46 
1,98± 0,57 3,68± 2,44 2,09±2,29 3,26± 1,77 
Filtrada 1,02±0,84  2,15± 1,62 2,23± 0,99  1,22± 0,87 2,47±1,38  2,00± 0,07 
Irradiada 1,02±0,93 0,52±0,50 1,20± 0,56 4,03± 2,91 
1,80± 
2,23 
2,78± 2,26 5,49±3,01 3,28±4,39 3,87± 1,31 
Filtrada e 
Irradiada 
0,90±0,78  1,45± 0,11 4,36± 2,61  1,47± 1,96 4,53±3,40  3,44± 0,01 
Na+ 
(mmol/l) 
Sem 
processamento 
137,0±2,0 139,5±0,7 136,0± 1,4 115,7± 3,5 
113,5± 
2,1 
111,0±15,6 104,3±2,5 103,5±2,1 99,0± 7,1 
Filtrada 137,0±2,0  136,0± 1,4 116,0± 3,5  110,0±11,3 105,7±4,9  99,5± 7,8 
Irradiada 136,7±2,1 
139,5± 
2,1 
136,0± 1,4 91,0± 3,6 
91,0± 
1,4 
91,5± 10,6 85,3± 2,1 86,0± 2,8 86,5± 3,5 
Filtrada e 
Irradiada 
136,3±2,5  135,5± 2,1 92,0±5,6  90,5± 4,9 87,7± 3,5  87,0± 4,2 
Cl- 
(mmol/l) 
Sem 
processamento 
123,0±2,0 
122,0± 
1,4 
122,0± 2,8 118,0± 3,6 
114,5± 
2,1 
113,0± 1,4 112,0±2,6 114,0±1,4 112,0± 1,4 
Filtrada 123,0±2,0  122,5± 2,1 118,0± 4,4  114,5± 2,1 113,0±3,0  115,5± 3,5 
Irradiada 122,7±1,5 
120,5± 
0,7 
122,0± 2,8 118,3± 2,9 
115,5± 
0,7 
115,5± 3,5 112,7±1,5 112,0±2,8 113,5± 2,1 
Filtrada e 
Irradiada 
123,0±2,0  122,5± 2,1 118,3± 3,8  116,5± 0,7 113,3±0,6  113,0± 7,1 
 
 
Osmolaridade 
(mmol/kg) 
Sem 
processamento 
302,1±4,8 
308,5± 
1,8 
302,8±2,4 254,4± 8,3 
247,0± 
1,8 
243,7±32,1 25,6± 6,2 21,5± 1,8 211,9±16,1 
Filtrada 302,0±5,2  302,3± 3,0 255,7± 7,4  241,1±21,9 228,0±10,2  214,6±17,0 
Irradiada 301,6±5,7 309,6±1,7 
301,4± 
0,6 
204,4± 2,4 
202,9± 
0,2 
204,6±19,8 187,9± 5,5 186,3±1,8 186,5± 7,8 
Filtrada e 
Irradiada 
300,9±5,4  299,5±1,8 207,0±9,7  201,0± 8,6 192,0± 7,7  188,9± 9,1 
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Dias de 
armazenamento 
 
D2 D21 D42 
  AA AS AC AA AS AC AA         AS AC 
Glicose 
(mmol/l) 
Sem 
processamento 
520,3± 
18,8 
529,5±55,9 
542,0± 
2,8 
409,7± 34,0 
365,0± 
52,3 
397,0± 2,8 308,0±28,6 258,5± 62,9 256,5±24,7 
Filtrada 
517,3± 
24,4 
 538,5±7,8 417,7±27,2  383,0±28,3 308,3±24,1  274,0±29,7 
Irradiada 
513,3± 
34,8 
545,0±36,8 
531,0± 
28,3 
409,3± 
34,0 
370,5± 
55,9 
383,0±18,4 303,7±29,1 253,5±62,9 258,0±11,3 
Filtrada e 
Irradiada 
512,0±29,1  
516,0± 
25,5 
415,7± 
24,7 
 362,0±36,8 305,7±35,7  267,5± 27,6 
Lactato 
(mmol/l) 
Sem 
processamento 
1,6±0,2 2,2±0,9 2,0± 0,0 15,7± 0,6 22,0± 4,2 18,0± 1,4 25,0± 1,0 26,0± 0,0 28,0± 0,0 
Filtrada 1,6±0,2  2,1± 0,0 15,6± 0,6  19,0± 2,8 25,0± 2,0±  28,0± 2,8 
Irradiada 1,6±0,3 2,2±1,0 2,1± 0,1 17,0± 1,7 21,5± 4,9 19,5 0,7 25,3± 2,5 26,0± 0,0 28,0± 0,0 
Filtrada e 
Irradiada 
1,6±0,3  2,1± 0,0 15,6± 1,2  22,0 1,4 24,7± 3,5  26,5± 2,1 
pO2 
(mmHg) 
Sem 
processamento 
38,4± 5,6 44,5± 1,8 39,6± 8,8 174,6±76,2 219,0±35,4 168,5± 64,3 248,3±24,0 269,5± 2,1 254,0± 7,1 
Filtrada 39,0 5,4  
41,1± 
10,5 
157,3±64,5  
157,5± 
±48,8 
244,7±32,9  
261,5± 
14,8 
Irradiada 38,4± 5,1 45,7± 1,6 37,7± 9,1 187,4±93,1 233,0±11,3 172,0± 73,5 255,0±16,8 246,5± 2,1 260,5± 2,1 
Filtrada e 
Irradiada 
39,1 ± 3,2  
40,8± 
10,4 
181,7±47,1  235,5± 19,1 251,3±22,0  
249,0± 
21,2 
pCO2 
(mmHg) 
Sem 
processamento 
41,5± 4,5 41,3± 0,8 45,3± 2,5 49,9± 7,3 52,0± 10,0 44,8± 2,5 29,3± 4,5 31,3± 7,1 27,1± 6,7 
Filtrada 41,1± 5,2  44,7± 2,3 51,7± 4,2  47,9± 7,1 30,4± 2,0  34,0±11,4 
Irradiada 42,2 ±4,7 42,7± 3,8 45,5± 1,8 48,1± 12,6 51,6± 5,2 52,8± 0,3 25,6± 3,9 30,7± 5,7 31,3± 10,0 
Filtrada e 
Irradiada 
40,3± 4,9  43,3± 2,9 50,2± 2,0  48,7± 5,4 27,7± 3,5  29,2± 8,3 
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5.3 Teste microbiológico 
Todos os resultados foram negativos para contaminação microbiológica (Anexo 
6)  
6. Discussão 
Estudos na literatura indicam que a afinidade da Hb pelo O2 está associada aos 
níveis de 2,3-BPG, uma vez, que a depleção 2,3-BPG desencadeia maior afinidade 
Hb pelo O2 prejudicando a capacidade de liberação de O2 para os tecidos periféricos. 
Desta forma, a diminuição dos níveis de 2,3-BPG no D21 de bolsas TAB contendo 
HbAS e HbAC parecem apresentar maior afinidade da Hb pelo O2 
independentemente se havia ter sido realizado o processo deleucotização ou 
irradiação com raios  no CH.  
 Ould Amar e colaboradores (1996), avaliaram os níveis de 2,3-BPG em CH- AS 
e AC em relação a CH-AA, o que pareceu demonstrar, que as  bolsas de CH 
contendo HbAS e AC estão associadas a maiores níveis de 2,3-BPG em relação ao 
CH-HbAA durante o armazenamento(78). Corroborando com os resultados aqui 
apresentados. 
 A diminuição do pH também parece estar associada a afinidade da Hb pelo O2, 
uma vez que em altas concentrações de íons H+ menor é a afinidade da Hb pelo O2 
(11, 78). Desta forma, no decorrer do armazenamento as bolsas de CH- AA, AS e 
AC apresentaram maior concentração de íons H+ o que parecem demonstrar no final 
do armazenamento (D42), as bolsas AS irradiadas e AC independente do processo 
de leucodepleção e/ou inativação e linfócitos (irradiação) apresentaram menor 
afinidade Hb-O2. 
 No geral, em CH-AA e AC a partir de 22 dias de armazenamento, o processo de 
filtração e filtração+irradiação em amostras stripped parece demonstrar menor 
afinidade no pH ácido (6,5) em relação as amostras sem processamento e irradiação.  
Com a adição do efetor alostérico (IHP), este é um mimético do 2,3-BPG, desta 
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forma, diminui a afinidade de Hb pelo O2 (11). Esse fenômeno foi observado nas 
amostras filtradas e filtradas+irradiadas em pH ≥ 7,0. 
Em CH-AS o processo de inativação de linfócitos em amostras stripped parece 
demonstrar maior afinidade da Hb pelo O2 em pH ácido (6,5) em relação as amostras 
sem processamento até 22 dias de armazenamento. Com a adição do efetor 
alostérico (IHP) as amostras irradiadas parecem demonstrar maior afinidade de Hb 
pelo O2 em pH alcalino (8,0) até 22 dias de armazenamento.  
Desta forma, os cálculos da Constante de Hill (n) no intervalo de pHs de 6,5 a 8,0 
apontaram ausência de cooperatividade heme-heme (em torno de 1), tanto na 
presença quanto ausência de IHP, o que poderia indicar que os processos de 
leucodepleção e/ ou irradiação com raios  podem estar associadas ao mecanismo 
deficitário de cooperatividade heme-heme. 
7. Conclusão 
De nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia a eficiência 
funcional da Hb A, Hb S e Hb C (em heterozigose) em bolsas leucorreduzidas TAB 
(contendo Sag-Manitol), amplamente usadas, tanto quanto da função das mesmas 
em função de outros processos de leucodepleção e/ou inativação de linfócitos. 
A partir do conjunto de resultados aqui apresentados é possível apontar 
alguns pontos ainda não descritos da função da Hb armazenada em CH (em bolsas 
TAB): tanto a Hb A quanto as variantes Hb S e Hb C (em heterozigose) armazenadas 
parecem sofrer alterações funcionais, principalmente de Efeito Bohr, sendo que a Hb 
C é a que mais sofre perda funcional (afinidade, cooperatividade heme-heme e Efeito 
Bohr), o que nos parece indicar que esta Hb variante também deva ser triada nos 
bancos de sangue.  
Interessantemente, e concordante com outros achados bioquímicos da CH 
descritos na literatura, os dias intermediários (D21) parecem ser os de melhor 
qualidade da CH, também em relação à função da Hb, conforme apresentado nesta 
tese. Conclui-se daí também que a técnica de filtração parece não somente melhorar 
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os parâmetros bioquímicos da CH, como também parece conferir um caráter 
protetivo à função da Hb; enquanto que a irradiação com a raios  parece reduzir 
substancialmente a função da Hb (nativa e Hbs S e C) em CH TAB.  
Considerando que os resultados funcionais da Hb obtidos com efetor 
alostérico IHP parece resultar em maior preservação funcional (em relação àqueles 
obtidos com a Hb purificada) sugere-se aqui, como alternativa à perda funcional da 
Hb armazenada, a suplementação de 2,3-BPG à bolsas de sangue, de modo que se 
possa testar se a capacidade funcional das Hbs possa ser melhor preservada. 
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9. Anexos 
9.1  Anexo 1- Apresentação em Congressos 
9.1.1 Apresentação oral no Congresso Brasileiro de Hematologia, 
Hemoterapia e Terapia celular - HEMO 2019 
Rio de Janeiro, 6 a 9 de Novembro de 2019 
PROPRIEDADES FUNCIONAIS DA HEMOGLOBINA ARMAZENADA EM CONCENTRADOS 
DE HEMÁCIAS LEUCORREDUZIDOS 
Grigoleto MRP1, Costa FF1, Sonati MF1, Jorge S1 
1Universidade Estadual de Campinas 
Ainda não são bem conhecidas os aspectos funcionais da hemoglobina (Hb) em concentrado de 
hemácias (CH) ao longo do tempo de armazenamento, bem como os impactos da leucorredução dos 
hemocomponentes sobre sua estrutura funcional.Desta forma, este trabalho objetivou o estudo do 
equilíbrio de ligação Hb-O2 a partir da Hb extraída de CH (n=3) de bolsa quádrupla (CPD/SAG-
M,sistema Top/Bottom) a qual foi fracionada em 4 bolsas pediátricas submetidas aos processos de 
leucorredução: filtração (F), irradiação com raios  (I) e filtração+irradiação (F+I) e grupo controle (C)- 
sem desleucotização. Os estudos espectrofotométricos-tonométricos foram realizados com a Hb 
purificada por cromatografia de exclusão molecular (Sephadex 25G) e de troca iônica (Amberlite MB-
3) nos tempos de 48 horas, 21 e 42 dias de armazenamento. A afinidade da Hb stripped pelo O2, bem 
como na presença do efetor alostérico inositol hexafosfato ([IHP]=1mM) foi avaliada pela p50 
([Hb]=70mM/heme) no range de pHs 6,5-8,5 em tampão Hepes, determinando-se, assim, o Efeito 
Bohr.A cooperatividade heme-heme foi obtida pelo coeficiente de Hill (n ). Os parâmetros 
bioquímicos de qualidade dos CHs como o 2,3-BPG (2,3-Difosfosglicerato Kit, Roche), ATP (Kit de 
Determinação de ATP, Thermo Fisher), taxa de hemólise (método de Harboe) e pH (Radiômetro, 
Radiometer- ABL 800) também foram monitorados. Foram observadas alterações funcionais nas 
primeiras 48 horas de armazenamento. As amostras F e F+I, revelaram uma afinidade reduzida na 
ligação Hb-O2 (pH6,5) [CLog(p50)=0.64 (SD 0.10); FLog(p50)=0.74 (SD 0.13); F+ILog(p50)=0.82 (SD 0.33)]. 
Entretanto, somente a amostra F+I manteve a afinidade reduzida pelo O2 no pH_ 7,0 (21 dias) (pH6,5: 
[CLog(p50)=0.62 (SD 0.06); F+ILog(p50)=0.75 (SD 0.18)] e pH7,0: [CLog(p50)=0.51 (SD 0.01);F+ILog(p50)=0.65 
(SD 0.10)]). Após os 42 dias, as amostras leucorreduzidas obtiveram uma afinidade aumentada pelo 
O2 no pH alcalino (pH8,0: [CLog(p50)=0.51 (SD 0.35), FLog(p50)=0.15 (SD 0.06),ILog(p50)=0.12 (SD 0.03), 
F+ILog(p50)=0.16 (SD 0.10)]), interferindo , no Efeito de Bohr. A presença do efetor alostérico IHP na 
amostra F+I (48 horas), em geral, resultou em uma afinidade aumentada pelo O2 quando comparado 
ao C, independente do pH. A afinidade reduzida pelo O2 foi observada nas amostras F+I (contendo 
IHP) com 21 dias de armazenamento (pH6,5). A cooperatividade heme-heme, nestas condições de 
interferência do efetor IHP, em todos os pHs, resultou em coeficientes n valores normais(próximos a 
2), indicando que a ligação Hb-O2 embora alterada, ainda manteve seu padrão cooperativo de 
ligação. Do ponto de vista de qualidade bioquímica dos CHs, as bolsas leucorreduzidasapresentaram 
significativa diminuição no pH (p < 0,05), aumento na taxa de hemólise (p < 0,05) e menores 
concentrações de 2,3-BPG e ATP ao longo do tempo de armazenamento. Os resultados aqui 
apresentados, embora não tenham atingido grau de significância, devido ao reduzido número de 
amostras, sugerem que o tempo de armazenamento e a redução da camada leucoplaquetária 
poderiamafetar a eficiência funcional da Hb isolada, principalmente em termos de interação com os 
íons H+(calculados pelo Efeito Bohr), conferindo menor afinidade ao seu ligante em pHs mais ácidos. 
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 
Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001. 
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9.1.2  Apresentação em painel no 24th Congress of the European 
Hematology Association- EHA 2019 
Amsterdã, 13 a 16 de Junho de 2019 
EHA-2139 
FUNCTIONAL PROPERTIES OF THE HEMOGLOBIN FROM STORED RED BLOOD 
CELLS CONCENTRATES AFTER LEUKOREDUCTION 
Marcela  Regina  Paganuchi Grigoleto1, Maria  Lourdes  Barjas Castro2, Fernando Ferreira Costa2, Maria  de Fátima 
Sonati1, Susan Elisabeth Jorge* 1 
1Department of Clinical Pathology, School of Medical Sciences - State University of Campinas - Unicamp, 2Hematology 
and Hemotherapy Center, State University of Campinas-Unicamp, Campinas, Brazil 
Does the study abide by applicable national and international regulations and guidelines, including but not 
limited to ethical committees, data protection and privacy regulations, informed consent and off-label 
use of drugs?: Yes  
Background: The viability of stored red blood cells (RBCs) after buffy coat reduction presents important 
implications for hemotherapy. However, the impact of these procedures on the hemoglobin (Hb) is not well 
established. 
Aims: The aim of the present study was, therefore, to investigate the functional efficiency of the Hb isolated 
from stored RBC concentrates after leukoreduction processes. 
Methods: Two RBC concentrates (CPD/SAGM), collected from blood donors after consent, were fractioned 
into 4 subunits (quadruple bags) for: filtration (F), irradiation with γ-ray (I) and filtration+irradiation (F+I); 
compared to non-buffy coat reduced RBCs (controls – C). Hb was extracted after 48 hours, 21 e 42 days of 
storage and purified by exclusion and ion-exchange chromatography (Sephadex 25G and Amberlite MB-3, 
respectively) in Hepes buffer. O2 affinity of the stripped Hb was evaluated by determining the p50 of Hb 
[70M/heme] at pHs of 6.5, 7.0, 7.5 and 8.0 (spectrophotometry--tonometry method) for Bohr Effect calculations. 
Heme--heme cooperativity was determined by Hill coefficient (n) at pH 7.5. The activity of the allosteric effector 
inositol hexaphosphate (IHP, 0.1mM) was also tested over pH rage (6.5-8.0). Biochemical parameters such as 
2,3-BPG (2,3- Diphosphosglycerate Kit, Roche), ATP (ATP Determination Kit, Thermo Fisher), hemolysis 
percentage (Harboe’s method) and pH (by radiometry - Radiometer, ABL 800) were also monitored. 
Results: No functional alterations were observed in 48 hours. However, the Hb-O2 equilibrium seemed to be 
affected upon 21 days of storage in leukoreduced samples. The p50 was increased in F+I stripped samples at pH 
6.5 [CLog(p50)=0.68 (SD 0.06); F+ILog(p50)=0.77 (SD 0.25)] and pH 7.0 [CLog(p50)=0.52 (SD 0.01); F+ILog(p50)=0.67 
(SD 0.05)], as well as decreased in all leukoreduced samples at pH 8.0 [CLog(p50)=0.51 (SD 0.30), FLog(p50)=0.16 
(SD 0.09), ILog(p50)=0.11 (SD 0.01), F+ILog(p50)=0.17 (SD 0.08)], resulting in altered Bohr Effect. The p50 
remained increased in I and F+I samples with 42 days of storage at pH 6.5 [CLog(p50)= 0.60 (SD 0.03); 
ILog(p50)=0.77 (SD 0.20), F+ILog(p50)=0.65 (SD 0.06)] and pH 7.5 [CLog(p50)=0.32 (SD 0.03); ILog(p50)=0.48 (SD 0.15), 
F+ILog(p50)=0.45 (SD 0.05)]. The presence of the allosteric effector IHP resulted in increased p50 (pH 7.0) in F, I 
and F+I samples, purified in 48 hours [CLog(p50)=1.70 (SD 0.04), FLog(p50)= 1.80 (SD 0.02), ILog(p50)=1.78 (SD 
0.02), F+ILog(p50)=1.77 (SD 0.02)]. Increased p50 was also observed in I samples with 21 days (pH 7.0): 
[CLog(p50)=1.65 (SD 0.06); ILog(p50)=1.80 (SD 0.02)]. As expected, the pH of all blood bags decreased according 
to storage time [pH 7.03 (48 hours); pH6.64 (21 days) and pH 6.42 (42 days)], higher hemolysis percentage and 
lower concentrations of 2,3-BPG and ATP could be found in long-term samples. 
Summary/Conclusion: Although preliminary, these results suggest that storage time and buffy coat 
reduction, specially irradiation, could affect the functional efficiency of isolated Hb, mainly in terms of 
interaction to ions H+ (calculated by Bohr Effect), which could shift the Hb-O2 equilibrium, conferring less 
affinity to its ligand. Financial Support: Fapesp, CNPq, Capes, Faepex--Unicamp. 
 
Keywords: Blood transfusion, Hemoglobin 
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9.1.3 Apresentação em painel no 60th Annual Meeting and Exposition of the 
American Society of Hematology – ASH 2018  
San Diego, 1 a 4 de dezembro de 2018 
Functional Properties of Hb S and Hb C in Stored Cpda-1 Red Blood Cells 
Concentrate - a Prospective Study 
Susan Elisabeth Jorge, MMSc, PhD1*, Marcela Regina Grigoleto, BSc2*, Maria Lourdes Barjas Castro, MD, 
PhD3*, Fernando F. Costa, M.D., Ph.D.3 and Maria de Fátima Sonati, MSc, PhD1* 
1Department of Clinical Pathology, School of Medical Sciences, State University of Campinas – 
Unicamp, Campinas, Brazil; 2School of Medical Sciences, Department of Clinical Pathology, State 
University of Campinas - UNICAMP, Campinas, Brazil; 3Hematology and Hemotherapy Center, State 
University of Campinas-UNICAMP, Campinas, Brazil 
Most of the 1,300 human hemoglobin (Hb) variants are characterized by normal O2 binding, including 
here the highly prevalent Hbs S [HBB:c.20A>T; p.Glu6Val] and C [HBB:c.19G>A; p.Glu6Lys]. Hb S 
and Hb C carriers are generally asymptomatic and might be admitted as blood donors. However, the 
functional efficiency of these variants in standard blood bags – red blood cells (RBC) concentrates – under 
the interference of anticoagulant and storage is not well established. In this prospective study, three samples 
of RBC concentrates (phenotypes AA, AS and AC), with citrate phosphate dextrose adenine (CPDA-1) as 
anticoagulant, were analyzed for equilibrium tests and compared to fresh Hb A without anticoagulant. 
The Hb samples were extracted after 48 hours and 35 days of storage and purified by exclusion and ion 
exchange chromatography (Sephadex G-25 and Amberlite MB-3 columns in Hepes buffer without NaCl). 
O2 affinity was evaluated by spectrophotometry-tonometry method, by determining the p50 in stripped 
lysates ([Hb]=70 μM/Heme), in pHs of 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 and 8.5, for Bohr effect calculations. 
Heme-heme cooperativity was determined by Hill coefficient (n) in all studied pHs. The activity of allosteric 
effector in the Hb-O2 ligation was also tested, using inositol hexaphosphate ([IHP]=1mM), a mimetic 
compound of the intraerythrocytic 2,3-BPG. The p50 of Hb A after 35 days in stored blood bag was 
decreased in all pHs, in both presence and absence of IHP, when compared to fresh Hb A, suggesting that 
the anticoagulant and the storage might affect HbA-O2 binding, increasing its affinity for the ligand. No other 
differences were observed: heme-heme cooperativity and Bohr effect were similar to fresh Hb A without 
anticoagulant. The same was found when stored Hb AS was compared to Hb A from blood bag (35 days 
storage, in the stripped state and under the interference of IHP). However, the stripped lysate containing Hb 
AC revealed an important reduction of the O2 affinity after both 48 hours and 35 days of storage, mainly at 
pHs ³ 7, thus interfering in the Bohr effect. The heme-heme cooperativity resulted in normal n coefficients, 
indicating that the Hb-O2 ligation remained cooperative, in spite of the significant reduction of O2 affinity. 
Similar results were observed in the presence of IHP (48 hours and 35 days), although Bohr effect was 
reestablished, indicating that the supplementation with a 2,3-BPG-like allosteric effector might restore some 
Hb-ion interactions, and therefore, Hb C function. As the 2,3-BPG is consumed with storage of RBC 
concentrates, Hb AC showed an even lower affinity for O2 after 35 days of storage. Although still 
preliminary, our results indicate a significant functional reduction of Hb C in RBC concentrates in standard 
blood bag (CPDA-1 anticoagulant), proportional to the time of storage. Considering that the screening for 
hemoglobinopathies in the blood banks routine is mainly focused in the detection of Hb S, a greater 
understanding about the properties of native Hb and its most frequent variants in stored RBC concentrates 
could also contribute with the determination of safe parameters in hemotherapy based on the functional 
efficiency of each hemoglobin. Financial Support: Fapesp, CNPq, Capes, Faepex-Unicamp. 
Abstract ID#: 11729 
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9.1.3 Apresentação em painel no Congresso Brasileiro de Hematologia, 
Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2018 
São Paulo, 8 a 11 de novembro de 2018 
PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS VARIANTES HB S E HB C EM BOLSAS DE SANGUE - UM ESTUDO 
PROSPETIVO DA FUNÇÃO VERSUS TEMPO DE ARMAZENAMENTO 
Jorge SE1, Grigoleto MRP1, Castro MLB2, Costa FF2, Sonati MF1 
1Laboratório de Hemoglobinopatias, Departamento de Patologia Clínica, Faculdade de Ciências 
Médicas, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, São Paulo, Brasil 
2Centro de Hematologia e Hemoterapia, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, 
São Paulo, Brasil 
A hemoglobina humana (Hb) é a hemeproteína intra-eritrocitária funcionalmente caracterizada pela ligação 
reversível ao O2. Mais de 1.300 variantes desta proteína já foram descritas, boa parte delas com a função de 
ligação Hb-O2 preservada, como é o caso das HbS (βGlu6Val) e HbC (βGlu6Lys). Considerando que os 
heterozigotos de ambas são, em geral, assintomáticos, tais indivíduos podem ser admitidos à doação de sangue. 
No entanto, a eficácia funcional destas proteínas em bolsas de sangue (concentrado de hemácias-CH) ao longo 
do tempo de armazenamento ainda não é conhecida. Assim, amostras de CH coletadas com CPDA-1 (citrato de 
sódio, fosfato, dextrose, adenina), contendo as Hbs AA, AS e AC, foram selecionadas junto ao Hemocentro da 
Unicamp para estudos funcionais. Os estudos de função foram realizados através de método espectrofotométrico-
tonométrico, para a determinação da p50 em lisado de hemácias purificado por cromatografias de exclusão 
molecular e troca iônica (Sephadex G-25 e Amberlite MB-3, tampão Hepes sem NaCl). A cooperatividade heme-
heme , por sua vez, foi determinada pelo cálculo da Coeficiente de Hill (n ). As amostras foram extraídas nos 
períodos de 48 horas (concentrados frescos) e após 35 dias de armazenamento (período de máximo de validade 
da bolsa de sangue neste anticoagulante), e a função testada nos pHs 6.5, 7.0, 7.5,8.0 e 8.5, para cálculo de Efeito 
Bohr (influência do pH na afinidade pelo O2), tanto na ausência quanto na presença de efetor alostérico 
hexafosfato de inositol (IHP 1mM)- que mimetiza a função do 2,3-BPG para facilitar a retirada do O2 da Hb. Os 
resultados sugerem que o anticoagulante CPDA-1 pode alterar a função da Hb A, aumentando sua afinidade pelo 
O2, em ambos os períodos de armazenamento e em todos os pHs testados, sem, no entanto, modificar sua 
capacidade cooperativa ou de efeito Bohr, tanto na ausência quanto na presença de IHP. Comportamento 
funcional semelhante foi observado em relação à Hb AS. No entanto, lisados contendo Hb AC revelaram 
importante redução da afinidade pelo O2, principalmente nos pHs ≥7, alterando, assim, o Efeito Bohr. A 
cooperatividade heme-heme , em todos os pHs, resultou em coeficientes n valores  normais  (próximos  a  2),  
indicando  que  a  ligação Hb-O2 embora alterada, ainda manteve seu padrão cooperativo de ligação. A redução 
da afinidade também foi observada na presença de IHP; porém o Efeito Bohr foi semelhante ao normal, o que 
aponta para a estabilização de interações Hb-íons na presença de IHP. Tal evidência aponta que o efetor alostérico 
semelhante ao 2,3-BPG parece melhorar a função da Hb C em CH, sem, no entanto, restituir completamente as 
suas propriedades funcionais. Considerando que o 2,3-BPG é consumido com o tempo de armazenamento do 
CH, foi possível verificar que Hb AC apresentou afinidade ainda mais reduzida pelo O2 (na condição de analítica 
de adição de IHP) após 35 dias de armazenamento. De nosso conhecimento, este estudo é inédito. Apesar dos 
resultados serem preliminares, eles indicam uma significativa redução funcional da Hb C em CH na presença de 
anticoagulante CPDA1. Considerando que esta variante não é triada na rotina dos bancos de sangue, um maior 
conhecimento sobre suas propriedades funcionais quando em estoque em CH teria relevante aplicação em 
hemoterapia, permitindo que o tempo de armazenamento fosse definido pela capacidade d amostra de transporte 
de O2. Suporte financeiro: Fapesp, CNPq, Capes, Faepex   
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9.2 Anexo 2- Prêmios  
9.2.1 Travel Grant no 24th Congress of the European Hematology 
Association- EHA 2019 
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9.2.2 Achievement Award no 60th Annual Meeting and Exposition of 
the American Society of Hematology- ASH 2018 
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9.2.3 Apresentação oral de melhores trabalhos científicos em 
Hemoterapia no Congresso Brasileiro de Hematologia, 
Hemoterapia e Terapia Celular- HEMO 2019 
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9.2.4 Apresentação oral de melhores Trabalhos Científicos em 
Hemoterapia e Terapia Celular no Congresso Brasileiro de Hematologia, 
Hemoterapia e Terapia Celular- HEMO 2018 
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9.3 Anexo 3- Artigo submetido como parte dos critérios para defesa 
de dissertação  
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF THE HEMOGLOBIN FROM STORED RBC 
CONCENTRATES AFTER FILTRATION AND GAMMA IRRADIATION PROCESS 
 
Marcela Regina Paganuchi Grigoleto1, Fernando Ferreira Costa2, Maria de Fátima Sonati1, Susan 
Elisabeth Jorge1 
1 Department of Clinical Pathology, School of Medical Sciences - State University of Campinas 
- Unicamp,  
2 Hematology and Hemotherapy Center, State University of Campinas-Unicamp, Campinas, 
Brazil 
Abstract: Human hemoglobin (Hb) is the heme protein present in the erythrocytes. 
When there is a decrease in Hb reference values, reaching Hb values below 7 g/dL, 
due to hemorrhagic conditions or acute or chronic anemia, causing risk of tissue 
hypoxia and impairment of vital functions. Therefore, transfusion therapy of red blood 
cells (RBCs) concentrate is commonly required to treat or prevent imminent and 
inadequate O2 release to tissues. The storage of blood bags involves morphological, 
structural and functional modifications in RBC. Thus, the aim of the present study was 
investigate the functional efficiency of the Hb (phenotype AA) submitted to filtration 
and irradiation with y- rays processes and time storage. Biochemical aspects, affecting 
the function of the Hb were also monitored. Three RBC concentrates (CPD/SAGM), 
collected from blood donors after consent, were fractioned into 4 subunits (quadruple 
bags) for: filtration (F), irradiation with γ-ray (I) and filtration+irradiation (F+I); compared 
to leukopleted RBCs (controls – C). Hb was extracted after 48 hours, 21 e 42 days of 
storage and purified by exclusion and ion-exchange chromatography (Sephadex 25G 
and Amberlite MB-3, respectively) in Hepes buffer. O2 affinity of the stripped Hb was 
evaluated by determining the p50 of Hb [70M/heme] at pHs of 6.5, 7.0, 7.5 and 8.0 
(spectrophotometry-tonometry method) for Bohr Effect calculations. Heme-heme 
cooperativity was determined by Hill coefficient (n). The activity of the allosteric effector 
inositol hexaphosphate (IHP, 0.1mM) was also tested over pH rage (6.5-8.0). 
Biochemical parameters such as 2,3-BPG (2,3-Biphosphosglycerate Kit, Roche), ATP 
(ATP Determination Kit, Thermo Fisher), hemolysis percentage (Harboe’s method), 
blood gases parameters and other biochemical parameters (cCl-, cGlu, cLac, cNa+, 
mOsmc, pCO2, pO2 and pH) were measured by blood gas equipment (ABL 800 Flex, 
Radiometer Medical ApS, Brønshøj, Denmark). The main metabolic alteration during 
storage of blood bags includes: low pH, reduced levels of ATP and 2,3-BPG.  A 
significant pH drop was observed which could not be attributed to a higher metabolic 
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rate, resulting in higher consumption of ATP to supply the energy requirement of the 
cell. Gamma irradiation accelerates the metabolization RBC concentrate may cause 
significant changes of Na+, K+ and Cl− ion concentrations in plasma as well as 
alterations to erythrocyte morphology, resulting in higher consumption of ATP to 
supply the energy requirement of the cell. Overall, IHP presence or absence, filtration 
and irradiation samples showed decreased affinity at pH ≤ 7.5 and increased affinity 
at pH 8.0. The heme-heme cooperativity (near to 2), indicated that the Hb-O2 binding, 
although altered, still maintained cooperative. In the present study gives some 
evidences that filtration and gamma irradiation of RBC concentrates, specially 
irradiation, may interfer on Hb function, reducing its affinity for O2.  
Keywords: RBC concentrate, hemoglobin, leukoreduced, functional  
 
 
Introduction 
Human hemoglobin (Hb) is the heme protein present in the erythrocytes. It consists in 
the tetrameric combination of two alpha-type () and two beta-type globin chains(), 
all of them combined with heme groups, responsible for the reversible binding to O2, 
conferring to the Hb, therefore, its property of transporting O2 from lungs to peripheral 
tissues (78-80).  
When there is a decrease in Hb reference values, reaching Hb values below 7 g/dL, 
due to acute or chronic anemia, causing risk of tissue hypoxia and impairment of vital 
functions. Thus, transfusion therapy of red blood cells (RBCs) concentrate is 
commonly required to treat or prevent imminent and inadequate O2 release to tissues 
(80-82). 
Despite stored RBCs from donors is not a qualitative equal product, it is recommended 
the use of blood bags with preservative anticoagulant plus additive solution 
(CPD/SAGM) until 42 days. In terms of hemolysis, according to Food and Drug 
Administration  from USA (FDA), it is required less than 1% of hemolysis rate (55, 69, 
83, 84), while the Council of Europe (COE), followed by the Brazilian legislation, 
recommends below the limit of 0.8% (47, 50, 54, 56, 69, 84-86).   
The storage of blood bags involves morphological, structural and functional 
modifications in RBC, including the loss of its biconcave disc morphology and cell 
lysis,and consequently the accumulation of free Hb, the increase of the consumption 
of glucose, depletion of 2,3-biphosphoglycerate (2,3-BPG) and adenosine 
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triphosphate (ATP), an increase of potassium and lactate. The 2,3-BPG degradation 
was related to decreasing pH, once that occurs glucose consumption to lactate 
production. It is has been reported that, during storage of blood bags, 
leukocyte degradation may produce hydrogen peroxide and proteases causing 
hemolysis (49, 56, 61, 62, 87, 88).  
Once that the  white blood cell contamination contributes to red cell storage lesion, 
several trials suggest filtration and gamma irradiation RBCs result in fewer 
postoperative infections and substantial reductions in morbidity and mortality being an 
important alternative  for preventing infectious diseases such as  of human 
cytomegalovirus infection (HCMV), graft-versus-host disease (GVHD), transfusion-
related acute lung injury (TRALI) (42, 56, 57, 89, 90).  Saini et al reported that 
leukoreduced quadruple blood bags (CPD/SAGM) showed 39% lesser hemolysis as 
compared to convencional units(64). So, filtration process before storage improves 
RBC morphology and decreases hemolysis towards the end of the storage period as 
compared to their unfiltered units (54, 64, 72, 90). 
 Koch and collaborators have reported that the transfusion of RBC concentrate stored 
for more than 14 days could be associated with a significantly increased risk of 
postoperative complications in patients undergoing cardiac surgery(91). Before that 
the functional efficiency of the main content of the erythrocytes, the hemoglobin (Hb) 
over storage time as well as the impact of filtration and irradiation with y- rays on its 
protein structure is not well known.  
The aim of the present study was, therefore, to investigate the functional efficiency of 
the Hb (phenotype AA) from three quadruple blood bags- RBC concentrates 
(CPD/SAGM) submitted to filtration and gamma irradiation processes and time 
storage. Biochemical aspects, affecting the function of the Hb were also monitored. 
 
Materials & Methods 
RBC concentrates 
Three RBC concentrates from Hb AA phenotype blood donors were selected in the 
Hematology and Hemotherapy Center (State University of Campinas-Unicamp- 
Campinas, Brazil) according to Council of European (CE), Advancing Transfusion and 
Cellular Therapies Worldwide (AABB) and World Health Organization (WHO) which 
defines the criteria for inclusion and exclusion of donors in blood banks.  
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Whole blood (WB) was collected in quadruple CPD/SAGM blood bag Top & Bottom 
system (Compoflex® Quadruple T&B System, Fresenius Kabi- Bad Homburg, 
Germany). The preparation of blood components was produced from polyvinylchloride 
(PVC) polymer and was plasticized with di-2-ethylhexyl-phthalate (DEHP) after 
obtaining blood donor’s informed consent (approved by Ethic Committee from the 
State University of Campinas – Unicamp, Brazil (CAAE: 72457517.7.0000.5404).  
Every WB was initially centrifuged at 3500 rpm for 12 minutes at 20-24oC, with a 
deceleration slow stop 5 (Sorvall RC 3BP+TM, Thermo Scientific- Langenselbold 
Germany) to produce RBC at the bottom blood bag. RBC unit was separated into 
satellite bag by semi-automated blood processing device (CompoMat® G5, Fresenius 
Kabi- Oberursel, Germany) and then fractioned into 4 pediatric bags PVC/DEHP via a 
sterile connecting device system (TSCD®-II; Terumo Medical Corporation- Lakewood, 
USA) for filtration and irradiation processes.  
On day 1, one leukodepleted pediatric bag was leukoreduction by passage over a filter 
with polyester fibers (BioR 01 PLUS BBS PF, Fresenius Kabi- Bad Homburg, 
Germany) (Filtrated Fraction). The other was irradiated at a dose of 25 Gy using a 
gamma cell (IBL 437C CIS Bio International®- Cedex, Paris) with a 137Cs source 
(Irradiated Fraction). Other pediatric bags the blood was leukoreduction with a filter 
and also irradiated using a gamma cell with a 137Cs source (Filtrated+Irradiated 
Fraction). A pediatric bag leukodepleted unit (Control Fraction) were also included to 
compare with the previous filtration and irradiation processes. All units were kept at 
4°C and analyzed after 48 hours, 21 days e 42 days of storage.  
Biochemical Analysis 
2,3-Biphosphoglycerate Levels (2,3-BPG)  
2,3-BPG levels were evaluated all RBC concentrates using the commercial enzymatic 
assay (2,3-Diphosphoglycerate, Roche- Mannheim, Germany) according to 
manufacturer’s instructions. All aliquots were deproteinized with ice-cold 0.6M 
Perchloric Acid. Blood proteins were removed by centrifugation 5000 rpm for 10 
minutes. Extracts were neutralized with 2.5 M K2CO3 ice-cold in an ice bath for 1 hour 
and centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes to remove the precipitate. After 
deproteinizing and neutralized the samples, 2,3-BPG concentrations were obtained by 
spectrometric (DU® 800 Spectrophotometer, Beckman Coulter- Fullerton, USA), at a 
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wavelengths of 334, 340 and 365 nm and calculations performed according to the 
manufacturer. 
ATP Concentration 
ATP concentrations from the RBC filtrated and irradiated fractions were determined by 
enzymatically assay (ATP Determination Kit, Invitrogen- Eugene, USA) by 
luminescence (GloMax® 20/20 Luminometer, Promega Corporation- Madison, USA). 
Hemolysis Rate  
The hemolysis rate was measured by spectrophotometric Harboe method according 
to the procedure described by Han, Serrano and Devine(69), in all storage and buffy 
coat removal conditions. And was calculated from the hematological parameters using 
the following formula: 
Hemolysis rate (%)= supernatant Hb (g/dL)x [100- Hct(%)] / total Hb (g/dL) 
* Hb – Hemoglobin; Hct – Hematocrit  
Blood Gases and Other Biochemical Parameters 
The Control, Filtrated, Irradiated, and Filtrated+Irradiated samples were aspirated with 
the heparinized syringe (Pico50, Radiometer Medical ApS- Brønshøj, Denmark) 
directly of blood bags Chloride (cCl-), glucose (cGlu), lactate (cLac) and sodium (cNa+) 
concentrations, as well as osmotic concentration (mOsmc), partial pressure of carbon 
dioxide  (pCO2), partial pressure of oxygen  (pO2) and pH were measured by blood 
gas equipment (ABL 800 Flex, Radiometer Medical ApS, Brønshøj, Denmark). 
Hemoglobin Function 
Hb was extracted from washed samples fractions (0.9% saline solution) by cell lysis 
(deionized water) and separated from stroma by centrifugation (14.000 rpm for 15 
minutes). 
Hb samples were submitted to purification by molecular exclusion chromatography at 
pHs 8.2 and 6.5 using polymer Sephadex G-25® (Sigma-Aldrich – Missouri, USA), in 
Hepes buffer 50mM (Hepes sodium salt hydrate ≥ 99%- titration, Sigma-Aldrich – 
Missouri, USA). A second purification was performed by ion-exchange 
chromatography (Amberlite® MB-20, Sigma-Aldrich – Missouri, USA) in ultrapure 
water. At the end of the process, the total stripped Hb at pH 7.0, approximately,  was 
quantified by spectrophotometric (DU® 800 Spectrophotometer, Beckman Coulter- 
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Fullerton, USA) at 540 nm using the extinction coefficient described by Winterbourn 
(65, 92). 
O2 affinity was evaluated by spectrophotometry tonometry the method at 25oC by 
determining the p50 in stripped lysates ([Hb]=70 μM/Heme), in pHs of 6.5, 7.0, 7.5 and 
8.0 for Bohr effect calculations (66, 67, 92). 
Heme-heme cooperativity was determined by Hill coefficient (n) in all studied pHs. The 
activity of allosteric effector in the Hb-O2 ligation was also tested, using inositol 
hexaphosphate ([IHP]=1mM), a mimetic compound of the intraerythrocytic 2,3-BPG, 
also tested over the described pH rage (6.5-8.0). 
Microbiological Control 
Hemoculture Test 
Hemoculture was performed after 42 days of storage at 4ºC. Samples were inoculated 
into a bottle containing soybean-casein digest broth with resins (BACTEC Peds Plus 
F, BD Diagnostic Systems Europe-Le Pont de Claix, France) and incubated at 37°C 
for 7 days (BD BACTEC FX TM).  
Statistical analysis  
The statistical calculation to biochemical analysis and functional efficiency was 
performed through computer software Statistical Analysis System (SAS) for Windows 
(Institute Incorporate-Cary, USA).  
Analyses of variances (ANOVA) were performed to determine the significance of 
differences (p-value < 0.05) between the leukoreduction and control groups at different 
storage times. And also to functional efficiency were calculated with the software 
(Microsoft Excel- São José do Rio Preto, Brazil) developed by Bonilla-Rodriguez et 
al(68). 
Results  
Biochemical Analysis 
2,3-Biphosphoglycerate Levels (2,3-BPG)  
2,3-BPG levels decreased in all fractions according to time of storage (n=2 each 
sample). In 48 hours, the concentrations of this substrate was differently found in all samples 
(Filtrated+Irradiated<Filtrated<Control<Irradiated), noticing that the [2,3-BPG] was about 2 
times reduced in Filtrated+Irradiated (F+I) in comparison to Irradiated (I) samples and also 
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slightly reduced in Filtrated (F) fractions, in comparison to Control (C), indicating that filtration 
might interfere into the concentration of this substrate (Fig. 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
While 2,3-BPG was gradually consumed in C and F+I samples, a strong decrease, 
was observed in F and I samples, from 48 hours to 21 days. Intriguingly, on day 42, the levels 
of 2,3-BPG was slightly increased in F samples due possibly to variations on the 
quantifications (Fig. 1). 
 
ATP Concentration 
ATP concentrations were more accented consumed throughout the storage time of 
all leukoreduced RBCs (n= 3 each condition), if compared to Control (Fig. 2), which might 
indicate that the buffy coat removal could shift the consumption of this substrate.  
 
 
 
 
 
 
 
Hemolysis Rate  
As expected, the hemolysis increases according to storage time, and was more 
expressive in Irradiated samples (I and F+I). However, Filtration seemed to prevent RBCs 
Fig 1. 2,3-BPG quantification in RBC concentrates in different leukoreduced processes: Filtration (Filt), 
Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation (Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced (Control-Cont) after 
storage time. 
Fig 2. ATP quantification in RBC concentrates in different leukoreduced processes: Filtration (Filt), 
Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation (Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced (Control-Cont) 
after storage time. 
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from lysis (F<C and F+I<I), and F alone presented significant lower values in comparison to 
all conditions on day 42 (p=0.0146, SD 0.904) – Figure 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Blood Gases and Other Biochemical Parameters 
The electrolytes Na+ and Cl-, as well as the osmolarity and the pH were decreasing 
according to the storage of RBC (Fig. 4). However, C and F samples demonstrated a different 
pattern of Na+ and osmolarity decrease in comparison to I and F+I samples, on days 21 and 
42 (Fig. 4a, 4c). On 48 hours, samples C and F presented significant higher levels of sodium 
(p=0.006 SD 2.0 and p=0.009 SD 2.0, respectively) compared to I and F+I samples 
(p=0.0012 SD 2.082 and p< 0.0001 SD 2.517, respectively)-Fig. 4a. The same behavior was 
observed for C and F samples in terms of osmolarity; increased and significant values were 
found for C and F samples (p=0.0031 SD 4.850 and p= 0.0008 SD 5.164, respectively) in 
comparison to I and F+I, indicating that Irradiation might shift osmotic fragility, turning RBCs 
more fragile (Fig. 4c)   
The pH of all blood bags decreased from pH 7.03 (48 hours) to pH 6.64 (day 21) and 
pH 6.42 (day 42) (p< 0.0001) -Fig. 4d. No differences, were, therefore, seen between 
samples. 
 
 
 
 
 
 
Fig 3. Hemolysis percentage in RBC concentrates in different leukoreduced processes: Filtration 
(Filt), Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation (Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced (Control-Cont) 
after storage time. 
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Overall, glucose concentration decreased and lactate concentrations increased in all 
blood bags during storage (p< 0.0001) (Fig. 4e), but no significant differences were found 
between samples. 
pO2 did not differ between samples which was decreasing according to time (p= 
0.0138)- Fig. 5a. In contrast, pCO2 were statistically significant on day 21 (p= 0.0074)- Fig. 
5b. 
(d) 
Fig 4. Blood gases and other biochemical parameters: Na+(a); Cl-(b); osmolarity (c); pH (d) and 
glucose and lactate concentrate (d) in RBC concentrates in different leukoreduced processes: 
Filtration (Filt), Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation (Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced 
(Control-Cont) after storage time. 
(e) 
(b) (a) 
(c) (d) 
126 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hemoglobin Function 
Functional alterations were observed within the first 48 hours of storage. The p50 was 
increased in F and F+I samples (pH 6.5) [CLog (p50) = 0.64 (SD 0.10); FLog (p50) = 0.74 (SD 
0.13); F+ILog (p50) = 0.82 (SD 0.33)] (Fig. 6a). However, the p50 remained increased only in 
F+I sample at pH ≤ 7.0 at 21 days (pH 6.5: [CLog (p50) = 0.62 (SD 0.06); F+ILog (p50) = 0.75 
(SD 0.18)] and pH 7.0: [CLog (p50) = 0.51 (SD 0.01); F+ILog (p50) = 0.65 (SD 0.10)]- Fig. 6b.  
After 21 days, the leukoreduced samples obtained an p50 decreased at alkaline pH 
(pH 8.0: [CLog (p50) = 0.51 (SD 0.35); FLog (p50) = 0.15 (SD 0.06); ILog,(p50) = 0.12 (SD 0.03); 
F+ILog (p50) = 0.16 (SD 0.10)]- Fig. 6b.  
The presence of allosteric effector IHP in the F sample (48 hours), resulted in the p50 
increased compared to C at pH 8.0 [CLog (p50) = 1.08 (SD 0.19); FLog (p50) = 1.31 (SD 0.18)] 
(Fig. 6a). However, after 21 days, the p50 remained increased in the F samples (containing 
IHP) independent of pH (Fig. 6b).  
At 42 days, only I sample leukoreduced obtained p50 remained decreased p50 
compared to C at pH 8.0 [CLog (p50) = 0.18 (SD 0.18); FLog (p50) = 0.28 (SD 0.14) ILog,(p50) 
= 0.15 (SD 0.18); F+ILog (p50) = 0.22 (SD 0.11)] - Fig. 6c. 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
Fig 5. Blood gases: pO2 (a) and pCO2 (b) in RBC concentrates in different leukoreduced processes: 
Filtration (Filt), Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation (Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced 
(Control-Cont) after storage time. 
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The heme-heme cooperativity, under these IHP effector interference conditions at all 
pHs resulted in coefficients n (close to 2), indicating that no alterations were observed in 
terms of heme-heme cooperativity. 
Microbiological Control 
Hemoculture Test 
All results were negative for microbiological test. 
Discussion 
The metabolic alterations during the storage of blood bags includes: low pH and 
reduced levels of ATP / 2,3-BPG (61).  Due to the decreasing pH during the storage period, 
enzymes that participate in the glycolytic pathway to produce energy for the cell are 
inactivated, resulting in higher consumption of ATP to supply the energy requirement of the 
cell (61, 70). As shown on  Fig. 2, lower levels of ATP were observed in all leukorreduced 
Fig 6. Hb AA affinity in the absence and presence of IHP at range pHs at 48 hours (a); 21 days (b) and 42 
days (c) - Bohr effect, after leukoreduced processes: Filtration (Filt), Irradiation (Irrad), Filtration + Irradiation 
(Filt+Irrad) and Non-Buffy Coat Reduced (Control-Cont). 
(a) (b) 
(c) 
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fractions, in comparison to the control,  in spite no significant differences on decreasing pH, 
according to storage time, were  observed (Fig. 4d).  
The cellular metabolism increasing glucose consumption and lactate production 
during the storage period of all samples were similar (Fig. 4e) and, as expected, generating 
greate  accumulation of H+ ions, reducing the pH. The pH reduction favors the degradation 
of 2,3-BPG, which supposedly decrease the release of hemoglobin oxygen to the tissues (49, 
70). This study indicates that 2,3-BPG was differently consumed depending on the buffy coat 
removal (Fig. 1); tending to decrease to values up to 0.5 mmol/Hb (day 42). 
It was known that Gamma irradiation could accelerate the metabolization of RBCs  
after 10 days of storage (62),  resulting in deteriorations on the membrane and consequently 
increasing the proportions of echinocytes and sphero-echinocytes and percentage hemolysis 
(73). Na +, K + and Cl− ions are examples of gradient that have an important role in determining 
the cation content and that are involved in regulation of the volume of RBCs. Xu and 
collaborators found that γ-ray irradiation could cause significant changes of Na+, K+ and Cl− 
ion concentrations in plasma as well as alterations to erythrocyte morphology showing that 
after irradiation, the concentrations Na+ in plasma changed due to significant changes of 
electrolyte concentrations. Corroborating to these findings, the results presented here 
demonstrate that the differential profile of Na+ and osmolarity in Irradiated fractions (I and 
F+I), may confirm the decreased permeability to ions and more osmotic fragility in irradiated 
RBCs (Fig. 4a, 4c). This findings could also be observed by higher hemolysis rates in 
irradiated cells (Fig. 3). 
Increases of pO2 during to time storage could also be found (Fig. 5a), confirming 
previous findings, which may be directly related to the production of reactive oxygen species 
(ROS)(74, 75). 
The CO2 produced during glycolysis process competes with 2,3-BPG at the binding 
pocket of the Hb, so free 2,3-BPG is subject to degradation (92, 93). The rise of pCO2 on day 
21 (Fig. 2b) could be the result of buffering action of bicarbonate neutralizing lactic acid. This 
event was already described during the first 4 weeks of storage. After this period and as a 
consequence of the decrease of metabolic rate, pCO2 fall to below the initial levels (76). 
As previously hypothesized, once that 2,3-BPG is depleted during storage, it was 
expected that Hb-O2 equilibrium curve should be shifted to the left, and the p50 values 
decreased (61, 92, 94). However, our results with stripped Hb indicate that buffy coat 
depletion is more effective on the loss of Hb activity than time storage. 
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Overall, the stripped leukoreduced samples showed decreased affinity at pH ≤ 7.5 
and increased affinity at pH 8.0, interfering with the Bohr Effect. However, at 42 days the 
leukoreduced samples showed reduced affinity at alkaline pH, except for sample I which 
remained with increased affinity for O2. As the allosteric effector IHP is a mimetic of 2,3-BPG 
by decreasing the affinity of Hb for O2, this phenomenon was observed in the leukoreduced 
samples at pH ≤ 7.5 until 21 days of storage. The heme-heme cooperativity (near to 2), 
indicates that the Hb-O2 binding, although altered, still maintained cooperative. 
 
Conclusion 
Regarding to the efficiency of Hb-O2 ligation, despite the differences between samples 
did not reach the statistical significance, the present study gives some evidences that 
leukoreduction of RBC concentrates, specially irradiation, may interfere on Hb function, 
reducing its affinity for O2.  
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critérios para defesa de dissertação  
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9.5  Anexo 5- Relatório de Similaridade  como parte dos critérios 
para defesa de Dissertação 
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9.6  Anexo 6- Relatório de microbiologia 
9.6.1 Teste de hemocultura do CH contendo HbAA 
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9.6.2 Teste de hemocultura do CH contendo HbAS 
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9.6.3 Teste de hemocultura do CH contendo HbAC 
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9.7  Anexo 7- Parecer do CEP 
 
  PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP  
 
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 
Título da Pesquisa: ASPECTOS FUNCIONAIS DA HEMOGLOBINA HUMANA E SUAS VARIANTES EM BOLSAS DE SANGUE 
Pesquisador: MARCELA REGINA PAGANUCHI GRIGOLETO 
Área Temática: 
Versão: 3 
CAAE: 72457517.7.0000.5404 
Instituição Proponente: Faculdade de Ciências Medicas - UNICAMP 
Patrocinador Principal: Faculdade de Ciências Medicas - UNICAMP 
 
DADOS DO PARECER 
 
Número do Parecer: 2.399.021 
 
Apresentação do Projeto: 
A hemoglobina (Hb) humana é a heme proteína presente nos eritrócitos que consiste de cadeias polipeptídicas que 
se combinam tetramericamente a quatro grupos prostéticos heme que contém um átomo de ferro na posição central, para 
a efetiva ligação com uma molécula de oxigênio e assim promover seu transporte no organismo. Um indivíduo humano 
normal adulto contém três formas de hemoglobina, sendo 95% da Hb A (22), de 2,5 a 3,5% Hb A2 (22) e de 0 a 1% da 
Hb F (22). Entre as hemoglobinas anormais identificadas na população brasileira, as hemoglobinas S e C são as mais 
frequentes. A Hb C é variante que sofre uma mutação pontual de bases ocasionando a substituição de ácido glutâmico pela 
lisina (GAG AAG) na mesma posição 6 da cadeia da globina. Já os heterozigotos Hb AS são indivíduos com traço 
falcêmico, resultante da substituição do ácido glutâmico pela valina (GAG GUG) na mesma posição 6 da cadeia . 
Ambos os portadores destas variantes, assintomáticos, podem ser admitidos à doação de sangue, e o concentrado de 
hemácias (CH) utilizado para fins transfusionais, visto a elevada prevalência dos alelos S e C na população. A medicina 
transfusional é indicada para os pacientes que apresentam hemorragia aguda, anemias crônicas ou agudas, pacientes com 
doenças pulmonares obstrutivas crônicas, entre outras. Neste último caso, preconiza-se somente a não utilização de bolsas 
AS em indivíduos com doenças pulmonares ou hemoglobinopatias. No entanto, pouco se sabe, acerca do 
comportamento funcional de variantes estruturais em bolsas de sangue, e sua eficácia mediante a presença do 
anticoagulante SAG-M sob a irradiação com raios e tempo de armazenamento como possíveis 
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interferentes à viabilidade celular e função da hemoglobina. Portanto, o objetivo do presente trabalho é analisar, do ponto 
de vista de função da Hb, as bolsas de sangue (concentrado de hemácias, CH) de doadores Hb AA, Hb AC, Hb AS captadas 
no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Campinas (Hemocentro Unicamp), advindas de bolsa contendo o 
anticoagulante SAG-M, sem e após sob a exposição de irradiação , nos intervalos de 48 horas, 21 dias e 42 dias de 
armazenamento. Acredita-se, desta forma, que através deste trabalho seja possível determinar, do ponto de vista funcional, 
a eficácia destas hemoglobinas, de modo que se possa estabelecer, de uma forma segura e efetiva, suas capacidades 
fundamentais de transporte de oxigênio, nas condições de doação. 
 
Objetivo da Pesquisa: 
O objetivo deste trabalho é estudar a função das hemoglobinas obtidas de bolsas de sangue admitidas para doação (bolsas 
contendo Hb nativa e suas variantes mais prevalentes- Hb S e Hb C, em heterozigose), captadas de indivíduos adultos, 
clínica e hematologicamente normais. A função destas proteínas está subordinada às principais variações: fracionamento/ 
filtração e processo de irradiação, bem como tempo de armazenamento. Desta forma, será possível compará-las de modo a 
verificar a eficácia funcional de tais proteínas em diferentes condições. 
 
Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
A coleta de sangue seguirá o procedimento padrão de doação: punção do sangue com agulha ligada à bolsa, enfatizando-
se que todo o material é estéril descartável. O risco avaliado para o doador é o mesmo previsto no Termo de Doação: pode 
haver a formação de um pequeno hematoma local, além da ocorrência de uma dor leve resultante da picada de agulha. 
 
Não estão previstos benefícios financeiros ou individuais nesta doação para fins de pesquisa. Estão previstos futuros 
benefícios coletivos visto que os resultados obtidos através deste estudo poderão contribuir com a melhor compreensão 
do comportamento funcional das hemoglobinas presentes em bolsas de sangue, utilizadas para doação. 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
Trata-se de um estudo prospectivo que será conduzido por uma aluna de mestrado do Departamento de Patologia Clínica, 
sob orientação de uma pesquisadora de pós-doutorado, que utilizará material proveniente de bolsas de sangue do 
Hemocentro. Há controversas com relação entre os aspectos éticos entre o projeto de pesquisa e o documento informações 
básicas do 
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projeto. No projeto afirma-se que solicitou-se ao CEP dispensa do TCLE, porém apresentam TCLE, não específico para o 
projeto e não solicitam dispensa. 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
Todos os documentos necessários foram apresentados e adequados após pendências. 
Para atender as pendências consideradas nesse parecer o documento "Carta.pdf" foi enviado. 
Recomendações: 
Atentar ao processo de consentimento para esclarecer ao participante o que é parte da pesquisa e o que é rotina do serviço. 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
Pendências do parecer anterior. Número do Parecer: 2.362.592 de 01 de Novembro de 2017. 
 
1- As frases 
- " Os portadores destas Hb variantes clinicamente normais e podem ser doadores de sangue. Assim sendo, o 
concentrado de hemácias (CH) contendo as hemoglobinas variantes podem ser utilizadas para doação de sangue." 
- "Serão, assim, serão estudadas " 
Estão confusas. Adequar. 
ANÁLISE: as frases foram melhor estruturadas e os objetivos forma melhor descritos para facilitar a compreensão do 
participante de pesquisa. 
PENDÊNCIA ATENDIDA. 
 
2- O uso de abreviações torna o texto de difícil compreensão para leigos. "Serão, assim, serão estudadas bolsas de CH 
de doadores Hb AA (indivíduos que não são portadores de Hb variantes), e de doadores portadores da Hb C e Hb S, 
..." 
PENDÊNCIA ATENDIDA. 
 
3- A bolsa toda de 250ml será utilizada para pesquisa? E para a doação? 
ANÁLISE: SOMENTE o Concentrado de Hemácias isolado será utilizado para pesqusa ; os demais componentes serão 
para doação. 
PENDÊNCIA ATENDIDA. 
 
4- Indicar por quanto tempo o material biológico ficará no biorrepositório. 
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Resposta: armazenado por 42 dias (período máximo de validade da do centrado de hemácias contendo o anticoagulante 
SAG-M, utilizado neste estudo) no Biorrepositório do Laboratório de Hemoglobinopatias Hereditárias (FCM, Unicamp). 
Após será descartado. 
PENDÊNCIA ATENDIDA. 
 
5- como será a seleção dos participantes em relação aos tipos de hemoglobina? E se o participante quiser saber o tipo 
de hemoglobina dele, poderá ser dito? 
ANÁLISE: existe um registro de doadores no hemocentro quanto a portadores das Hb S e Hb C em heterozigose, cuja 
caracterização da presença de alguma destas Hb variantes foi devidamente informada à época da primeira entrada junto 
ao Hemocentro. Tais doadores cadastrados (com a prévia caracterização) seriam convidados a participar do estudo quando 
voltarem para nova doação.Caso haja alguma alteração diferente daquela identificada à época, os doadores seriam 
devidamente informados. Esta última informação foi incluída no TCLE. 
PENDÊNCIA ATENDIDA. 
 
6- Deixar claro que TCLE que não haverá nenhum resultado de exames. Ou terá o tipo de hemoglobina? ESCLARECEMOS 
QUE RESULTADO DE EXAMES AQUI NOS REFERIMOS AOS ESPECÍFICOS DA 
PESQUISA. Os possíveis achados da doação são da rotina da doação e não devem ser incluídos como parte do projeto. 
Pesquisador deve ser claro no processo de consentimentos em orientar o participante o que é específico da pesquisa e o 
que é rotina da doação. 
 
 
 
Considerações Finais a critério do CEP: 
Atentar ao processo de consentimento para esclarecer ao participante o que é parte da pesquisa e o que é rotina do serviço. 
 
 
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra, por ele 
assinado. 
 
- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer 
fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado. 
Endereço: Rua Tessália Vieira de Camargo, 126 
Bairro: Barão Geraldo CEP: 13.083-887 
UF: SP 
Telefone: 
Município: 
(19)3521-8936 
CAMPINAS 
Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br 
Página 150 de 06 
150  
 
Continuação do Parecer: 2.399.021 
 
 
- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador considerar 
a descontinuação do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada após análise das razões da 
descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP quanto à descontinuação, 
exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de 
uma estratégia diagnóstica ou terapêutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto é, somente em caso de 
necessidade de ação imediata com intuito de proteger os participantes. 
 
- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo. É 
papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que 
tenha sido em outro centro) e enviar notificação ao CEP e à Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA – junto 
com seu posicionamento. 
 
- Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, 
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II 
apresentados anteriormente à ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também à mesma, junto com o 
parecer aprovatório do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial. 
 
- Relatórios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses após a data deste parecer de 
aprovação e ao término do estudo. 
 
 
 
 
 
 
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 
 
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 
Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 10/11/2017  Aceito 
do Projeto ROJETO_898925.pdf 08:47:23  
Outros Carta.pdf 10/11/2017 MARCELA REGINA Aceito 
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TCLE / Termos de TCLE.pdf 10/11/2017 MARCELA REGINA Aceito 
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Outros Matricula.pdf 08/10/2017 MARCELA REGINA Aceito 
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   GRIGOLETO  
Declaração de Biorrepositorio.pdf 08/10/2017 MARCELA REGINA Aceito 
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Biológico /   GRIGOLETO  
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Investigador   GRIGOLETO  
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   GRIGOLETO  
 
 
 
Situação do Parecer: 
Aprovado 
Necessita Apreciação da CONEP: 
Não 
 
CAMPINAS, 25 de 
Novembro de 2017 
 
 
Assinado por: 
Maria Fernanda Ribeiro 
Bittar (Coordenador) 
 
